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Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entzündliche Erkrankung des zentralen Nervensystems, 
die in Deutschland eine Prävalenz von knapp 300 pro 100.000 Einwohner aufweist und am 
häufigsten Frauen im Alter von 20-40 Jahren betrifft. Lange Zeit wurde die Demyelinisierung 
als wichtigster Faktor der Pathophysiologie der MS erachtet. Allerdings haben Forschungsar-
beiten in den vergangenen Jahren immer deutlicher gezeigt, dass die irreversible Schädigung 
von Axonen von entscheidender Bedeutung für das Ausmaß der dauerhaften Behinderung von 
MS-Patienten ist. Trotz intensiver Bemühungen sind die Prozesse, die zum Verlust von Axo-
nen führen, bislang nur unzureichend verstanden. Besonders in der chronisch progredienten 
Phase der Erkrankung, die sich bei der Mehrheit der Patienten im Krankheitsverlauf entwi-
ckelt, stehen die neurodegenerativen Aspekte im Vordergrund. Während in den vergangenen 
Jahren mehrere, in erster Linie immunmodulatorisch wirksame Medikamente zur Behandlung 
der schubförmigen MS zugelassen wurden, sind die Behandlungsmöglichkeiten der chronisch 
progredienten MS immer noch stark limitiert. Es ist daher von hoher Relevanz, die der axona-
len Schädigung zugrundeliegenden Abläufe möglichst detailliert zu verstehen, um daraus in 
der Zukunft erfolgversprechende neuroprotektive Therapieansätze ableiten zu können.  
Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist das am weitesten verbreitete 
Tiermodell der MS in Ratten und Mäusen und hat trotz aller Limitationen wertvolle Erkennt-
nisse zur Pathogenese der MS geliefert. Aus diesem Modell wurde eine Vielzahl an Hypothe-
sen zur Pathophysiologie der axonalen Degeneration im Kontext autoimmunentzündlicher 
ZNS-Erkrankungen abgeleitet. In unserem Labor konnte vor einigen Jahren der Prozess der 
axonalen Schädigung im Rahmen der EAE mittels in-vivo Mikroskopie in Echtzeit im intak-
ten Gewebe untersucht werden. Dieser Prozess der sogenannten fokalen axonalen Degenerati-
on (FAD) lässt sich auch durch exogene reaktive Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies 
(RNS) induzieren und ähnliche Veränderungen finden sich ebenfalls in Hirnautopsien von 
MS-Patienten. In Vorarbeiten zu der hier vorliegenden Arbeit konnte mittels in-vivo 2-
Photonen-Kalziummikroskopie weiterhin gezeigt werden, dass Axone in akuten EAE-
Läsionen oftmals eine erhöhte intrazelluläre Kalzium (Ca
2+
)-Konzentration aufweisen und 
dass diese Störung der Ca
2+
-Homöostase ein wichtiger Indikator dafür ist, ob ein Axon im 
weiteren zeitlichen Verlauf einen irreversiblen Degenerationsprozess durchläuft oder ob es 
der entzündlichen Schädigung widerstehen kann. Zur in-vivo 2-Photonen-Ca
2+
-Mikroskopie 
werden bei uns im Labor transgene Mäuse verwendet, die unter Kontrolle des 





exprimieren. Nachdem aber bislang kein Auslöser dieser pathophysiologisch relevanten Er-
höhung der intraaxonalen Ca
2+
-Konzentration identifiziert werden konnte, befasste ich mich 
in der hier vorliegenden Arbeit mit der Frage, ob es im Rahmen der akuten Entzündungsreak-
tion durch die Produktion von ROS/RNS zu einer oxidativen Schädigung der axonalen Zell-
membran kommt und ob diese zu einer nachweisbaren Störung der Membranintegrität führt. 
Hierzu entwickelte ich einen neuartigen Versuchsaufbau, bei dem ich verschiedene Fluores-
zenzfarbstoffe intrathekal bei gesunden und akut an EAE erkrankten Mäusen injizierte. Da-
durch gelang es mir zu zeigen, dass es im Rahmen der akuten EAE zu einer axonalen Auf-
nahme von Fluoreszenzfarbstoffen als Hinweis auf Membranläsionen kommt und dass diese 
mit dem Ausmaß der morphologischen Schädigung zusammenhängt, aber nicht zwangsläufig 
eine Demyelinisierung voraussetzt. Durch die Kombination von in-vivo 2-Photonen-Ca
2+
-
Mikroskopie und intrathekaler Farbstoffinjektion konnte ich nachweisen, dass Axone mit ei-
ner erhöhten Ca
2+
-Konzentration signifikant häufiger farbstoffpositiv sind als Axone mit einer 
physiologisch niedrigen Ca
2+
-Konzentration. Es liegt also der Schluss nahe, dass die Memb-
ranläsionen eine mögliche Ursache für die Störung der axonalen Ca
2+
-Homöostase sein könn-
ten. Unter Verwendung eines analogen Versuchsaufbaus konnte bei nachfolgenden Experi-
menten von meinen Kollegen weiterhin gezeigt werden, dass sich eine axonale Farbstoffauf-
nahme durch den Superoxidanionendonor Pyrogallol induzieren bzw. durch die Applikation 
von Superoxiddismutase verhindern lässt. Es scheint also möglich, dass die in der EAE von 
mir beobachtete axonale Farbstoffaufnahme ebenfalls durch ROS/RNS bedingt ist und sich 
aufgrund dieser Erkenntnisse neue neuroprotektive Behandlungsansätze der EAE und der MS 
z.B. mit lipophilen Antioxidantien, die ihre Wirkung v.a. an der Zellmembran entfalten, erge-






1.1) Multiple Sklerose 
Bereits in der ersten Hälfte des 19.Jahrhunderts beschrieben Pathologen in Frankreich und 
England „einen merkwürdigen Erkrankungszustand des Rückenmarks, der von Atrophie be-
gleitet wird“ (Compston, 1988). Der Begriff der Multiplen Sklerose (MS) wurde erstmals im 
Jahre 1848 von dem französischen Neurologen Jean-Marie Charcot verwendet (Landtblom et 
al., 2010). Dank intensiver Forschung konnten seit der Erstbeschreibung wichtige Erkenntnis-
se über die Pathophysiologie der MS gewonnen werden, wobei die genaue Pathogenese der 
Erkrankung auch heute noch nicht vollständig aufgeklärt ist. Die klinischen Symptome und 
der Krankheitsverlauf des einzelnen MS-Patienten sind äußerst variabel, sodass die richtige 
Diagnosestellung und die Einleitung einer adäquaten Therapie Ärzte vor große Herausforde-
rungen stellen (Solomon et al., 2016). Diese Unsicherheit ist aber auch eine enorme psycho-
logische Bürde für die betroffenen Patienten, die sich mit einer in ihrem Verlauf unvorherseh-
baren und bedrohlichen Erkrankung konfrontiert sehen (Compston und Coles, 2008).  
 
1.1.1) Definition und Epidemiologie 
Die MS ist charakterisiert durch eine chronische Entzündung des Gehirns und Rückenmarks, 
die zur fokalen Demyelinisierung und Schädigung von Neuronen und deren Fortsätzen führt. 
Die pathologischen Veränderungen sind hierbei durch die lokale Infiltration vor allem von 
Lymphozyten bedingt, die in Abhängigkeit von der anatomischen Lokalisation zu Episoden 
diverser neurologischer Symptome führen können (Hohlfeld et al., 2015; Dendrou et al., 
2015). Während Remyelinisierung und Rückbildung der neurologischen Symptome besonders 
zu Beginn der Erkrankung zu einem gewissen Maße möglich sind, sind die neurodegenerati-
ven Folgen der MS irreversibel und nehmen über den bei vielen Patienten über Jahrzehnte 
andauernden Krankheitsverlauf kontinuierlich zu (Rice et al., 2013). So sind etwa 50% der 
Patienten 25 Jahre nach der Diagnosestellung auf einen Rollstuhl angewiesen (Dendrou et al., 
2015). Entsprechend ist die MS heute auch die häufigste Ursache für eine dauerhafte neurolo-
gische Behinderung bei jungen Erwachsenen (Hauser und Oksenberg, 2006). Epidemiologi-
sche Daten zeigen, dass die MS bei Menschen weißer Hautfarbe und nordischer Abstammung 
gehäuft auftritt. Ebenso ist die Prävalenz der Erkrankung in gemäßigten Klimazonen und 
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volkswirtschaftlich weit entwickelten Ländern überdurchschnittlich hoch (Koch-Henriksen 
und Sorensen, 2010; Tao et al., 2016). In Deutschland lag die Prävalenz der MS im Jahr 2014 
bei 289 pro 100.000 Einwohner, sodass zurzeit knapp 200.000 Menschen mit dieser Diagnose 
in Deutschland leben. Hervorzuheben ist auch, dass 70% der Patienten Frauen sind und dass 
die Inzidenz über die vergangenen Jahrzehnte deutlich angestiegen ist (Petersen et al., 2014; 
Koch-Henriksen und Sorensen, 2010). Angesichts der verhältnismäßig hohen Prävalenz und 
der erheblichen Kosten für die Langzeitbehandlung der Patienten, die sich z.B. in den USA 
auf bis zu $60.000 pro Jahr belaufen können, stellt die MS eine große Herausforderung für die 
Gesellschaft als Ganzes und das Gesundheitssystem im Speziellen dar (Hartung et al., 2015).  
 
1.1.2) Diagnose, klinischer Verlauf und Behandlungsmöglichkeiten 
Die Diagnose einer MS erfolgt primär klinisch und wird durch Befunde der Bildgebung (v.a. 
Magnetresonanztomographie (MRT)) sowie Untersuchungen des Liquor cerebrospinalis und 
der Nervenleitung ergänzt. Da die meisten Krankheitssymptome der MS unspezifisch sind, 
muss ein breites Spektrum an Differentialdiagnosen wie z.B. Infektionen, zerebrovaskuläre 
Störungen, Stoffwechsel- und Autoimmunerkrankungen in Betracht gezogen werden 
(Weisfeld-Adams et al., 2015; Solomon et al., 2016; Brownlee et al., 2017) . Typische Symp-
tome bei Erstmanifestation können u.a. sensomotorische Defizite, zerebelläre Symptome 
(Ataxie, Nystagmus, Intentionstremor, skandierende Sprache), Wahrnehmung von Doppelbil-
dern oder ein einseitiger Visusverlust sein. Seltener aber eher MS-spezifisch werden auch das 
Uhthoff-Phänomen (eine passagere Zunahme der Symptome bei Erhöhung der Körper- oder 
Umgebungstemperatur) und das Lhermitte-Zeichen (Durch Kopfflexion auslösbare Parästhe-
sien und Dysästhesien, die vom Nacken entlang der Wirbelsäule in die Extremitäten ausstrah-
len) beobachtet (Dendrou et al., 2015; Compston und Coles, 2008; Brownlee et al., 2017). 
Ungefähr 80-85% der Patienten stellen sich initial mit neurologischen Ausfällen vor, die auf 
eine bestimmte anatomische Lokalisation wie z.B. den Nervus opticus beschränkt sind und als 
klinisch isoliertes Syndrom bezeichnet werden (Compston und Coles, 2008; Dendrou et al., 
2015). Für die Diagnose einer MS ist aber die Erfüllung der McDonald-Kriterien erforderlich, 
die letztmals 2010 überarbeitet wurden (Polman et al., 2011). Entsprechend dieser Kriterien 
ist es für die Diagnosestellung einer schubförmig remittierenden MS (relapsing-remitting 
multiple sclerosis (RRMS)) erforderlich, dass sowohl das Kriterium der räumlichen als auch 
der zeitlichen Dissemination erfüllt wird. Dies ist der Fall, wenn im Verlauf entweder ein 
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zweiter Schub neurologischer Ausfälle, der eine andere Stelle des zentralen Nervensystems 
(ZNS) betrifft und mindestens 30 Tage nach dem ersten Schub beginnt, hinzukommt oder 
MS-typische Veränderungen im MRT mit Kontrastmittel vorhanden sind. Während das klini-
sche Bild für die Diagnosestellung prinzipiell ausreicht, können apparative Untersuchungen 
im Zweifelsfall wichtige weitere Hinweise liefern. Die MRT zeigt beispielsweise bei über 
95% der Patienten multiple, asymmetrisch verteilte Läsionen im ZNS und ermöglicht sowohl 
eine Abschätzung des Gesamtausmaßes der Läsionen als auch deren Alters und entzündlichen 
Aktivität (Abbildung 1). Letzteres basiert auf der Anwendung von Gadolinium als Kontrast-
mittel, das als Indikator für eine entzündlich bedingte erhöhte Permeabilität der Blut-Hirn-
Schranke genutzt wird und die Unterscheidung zwischen akuten, Kontrastmittel-
anreichernden und älteren Läsionen ermöglicht, die Gadolinium nicht mehr aufnehmen. Ähn-
liche Veränderungen können jedoch auch bei gesunden Probanden beobachtet werden und das 
Ausmaß der MRT-Veränderungen korreliert nicht immer mit dem klinischen Bild der Patien-
ten. Daher sollte nochmals betont werden, dass die MS primär eine klinische Diagnose ist, 
aber die MRT eine wertvolle ergänzende Untersuchung darstellt, um den zeitlichen Verlauf 
der Erkrankung darzustellen und zu dokumentieren (Filippi et al., 2016; Rovira et al., 2015). 
           
Abbildung 1: MRT-Veränderungen bei MS und liquorspezifische oligoklonale Banden 
Axiale, T2- (A) bzw. T1-gewichtete, Kontrastmittel-verstärkte (B) MRT-Bilder; Pfeile weisen auf multiple 
hyperintense Läsionen in der subkortikalen weißen Substanz in MS-typischer Lokalisation (periventrikulär) und 
z.T. mit fokaler Kontrastmittelanreicherung als Hinweis auf eine Störung der Blut-Hirn-Schranke und akute 
entzündliche Aktivität hin. (C) Liquorspezifische oligoklonale Banden in Liquorproteinelektrophorese als Aus-
druck einer intrathekalen Antikörperbildung. (A) und (B) übernommen aus (Brownlee et al., 2017); (C) aus 




Die Untersuchung visuell, akustisch oder somatosensorisch evozierter Potenziale bietet eine 
sehr sensitive, ergänzende Möglichkeit zur Diagnosestellung einer MS. Typisch ist eine ver-
längerte Latenz der Reizleitung als Korrelat der Demyelinisierung von Axonen und der daraus 
resultierenden Störung der Signalübertragung (Brownlee et al., 2017). Darüber hinaus ist der 
Nachweis von liquorspezifischen oligoklonalen Banden in der Proteinelektrophorese des Li-
quors, die auf eine intrathekale Antikörperproduktion hindeuten, in Kombination mit einer 
mäßigen lymphomonozytären Pleozytose und einer geringen Erhöhung des Gesamtproteins 
typisch für die MS (Freedman et al., 2005; Disanto et al., 2012; Stangel et al., 2013).      
Der klinische Verlauf der MS ist äußerst variabel und in Bezug auf den einzelnen Patienten 
nicht sicher vorhersagbar. Das Spektrum reicht von seltenen Schüben mit geringen sensori-
schen Ausfällen bis hin zu fulminanten Verläufen mit letalem Ausgang innerhalb von weni-
gen Monaten (Disanto et al., 2010). Eine wichtige Unterscheidung hierbei ist, ob ein Patient 
unter rezidivierenden Schüben (relapses) leidet, die sich im Verlauf oft ohne Residuen zu-
rückbilden (remission) oder ob sich die Symptome kontinuierlich verschlechtern. Ca. 85% 
aller MS-Patienten leiden initial an dieser ersten schubförmig remittierenden Form (relapsing-
remitting multiple sclerosis (RRMS)), wobei die Schubfrequenz selten mehr als 1 bis 2 Schü-
be pro Jahr beträgt. Im Verlauf der Erkrankung ist jedoch die Erholung zunehmend unvoll-
ständig und es kommt zu einer Anhäufung von bleibenden neurologischen Defiziten. Nach 
10-15 Jahren einer RRMS, entwickelt sich bei 70% der Patienten eine sekundär progrediente 
Form der Erkrankung (secondary progressive multiple sclerosis (SPMS)) (Ontaneda et al., 
2017). Ein kleinerer Anteil (15%) der Patienten zeigt einen Krankheitsverlauf, der als primär 
progrediente MS (primary progressive MS (PPMS)) bezeichnet wird und durch eine kontinu-
ierliche Verschlechterung der neurologischen Symptome von Erkrankungsbeginn an charakte-
risiert ist. Sofern der Verlauf bei der primär progredienten MS noch durch akute Krankheits-
schübe kompliziert wird, spricht man von einer progredient schubförmigen MS (progressive-
relapsing MS (PRMS)) (Confavreux und Vukusic, 2014). Interessanterweise beginnen sowohl 
die primär als auch die sekundär progrediente MS im Mittel im Alter von ungefähr 40 Jahren 
und manifestieren sich meist im Rückenmark, was vermuten lässt, dass hierbei ein anderer, 
primär neurodegenerativer und weniger ein inflammatorischer Pathomechanismus vorliegen 
könnte (Ontaneda et al., 2017). Eine schematische Übersicht für die verschiedenen Verlaufs-
formen der MS ist in Abbildung 2 dargestellt. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Krankheitsverläufe der MS 
Die RRMS ist definiert als akute Schübe mit kompletter oder teilweiser Symptomrückbildung aber ohne Pro-
gression der Erkrankung im Intervall zwischen den Schüben. Sie geht oft nach Jahren in einen sekundär progre-
dienten Verlauf über, der durch akute Schübe, unvollständige Symptomrückbildung und kontinuierliche Krank-
heitsprogression gekennzeichnet ist. Die PPMS ist charakterisiert durch eine stetige Verschlechterung der neuro-
logischen Symptome. Falls dabei zusätzlich einzelne Schübe mit unvollständiger Symptomrückbildung auftre-
ten, spricht man von einem progredient schubförmigen Verlauf.  
 
Die Lebenserwartung von MS-Patienten ist um ca. 7-14 Jahre gegenüber der Allgemeinbe-
völkerung reduziert und über 50% der Patienten sterben an den Folgen der Erkrankung. Infol-
ge der stetig zunehmenden Behinderung während der progredienten Krankheitsphase, sind die 
Patienten anfälliger für Infektionen, sodass diese bzw. deren Komplikationen die häufigste 
MS-assoziierten Todesursachen darstellen (Scalfari et al., 2013). Von besonderer Bedeutung 
für die Behandlung und Betreuung von MS-Patienten ist auch die im Verhältnis zur Allge-
meinbevölkerung erhöhte Prävalenz von Depressionen (Lebenszeitprävalenz von 50-60% bei 
MS-Patienten) und eine um bis zu 7,5-fach erhöhte Suizidrate im Verhältnis zu gleichaltrigen 
gesunden Kontrollen (Scalfari et al., 2013). Entsprechend aufmerksam sollten Ärzte daher auf 
eventuelle affektive Symptome achten bzw. gezielt auch diese explorieren. 
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Die Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für Neurologie von 2012 definiert einen Schub als 
eine akute zentralnervöse Symptomatik, die mindestens 24 Stunden anhält, mit einem Zeitin-
tervall von mindestens 30 Tagen zu einem vorherigen Schub auftritt und sich nicht auf Ände-
rungen der Körpertemperatur oder Infektionen zurückführen lässt (Diener, 2012). Die Be-
handlung während eines akuten symptomatischen Schubs erfolgt mit Glukokortikoiden oder 
Plasmapherese (Le Page et al., 2015; Weinshenker et al., 1999). Zur Reduktion bzw. Hinaus-
zögerung bleibender neurologischer Defizite ist zusätzlich die möglichst frühzeitige Einlei-
tung einer, den krankheitsverlaufmodulierenden Dauertherapie erforderlich (Comi et al., 
2017). Die meisten der verfügbaren Behandlungsoptionen bewirken eine Modulation oder 
Suppression des Immunsystems und insbesondere der Lymphozyten, um vorrangig die Schub-
frequenz zu reduzieren. Allerdings sind diese immunmodulatorischen Substanzen teuer und 
die Nebenwirkungen können erheblich und wie im Fall der progredienten multifokalen 
Leukenzephalopathie sogar tödlich sein, sodass eine engmaschige Kontrolle und ggf. Thera-
pieanpassung erfolgen muss (Havla et al., 2015; Carrithers, 2014). Während verschiedene 
neue immunmodulatorische Behandlungsmöglichkeiten für die RRMS zugelassen wurden 
und erfolgreich eingesetzt werden, ist festzuhalten, dass bislang weder eine kausale Therapie 
noch wirksame Medikamente für die Behandlung der progredienten MS zur Verfügung stehen 
(Ontaneda et al., 2017). In diesen Krankheitsstadien ist die Behandlung v.a. auf die Kontrolle 
von alltagsrelevanten Symptomen wie z.B. Mobilitäts- und Gleichgewichtsstörungen, Harnin-
kontinenz, Muskelspastizität und Schmerzen sowie psychologische und soziale Unterstützung 
ausgerichtet (Feinstein et al., 2015). 
 
1.1.3) Hypothesen zur Entstehung der Multiplen Sklerose 
Die Pathogenese der MS ist noch nicht vollständig aufgeklärt und die Erkenntnisse darüber 
entwickeln sich kontinuierlich weiter. Basierend auf epidemiologischen Beobachtungen wur-
de vermutet, dass die MS durch einen spezifischen, wenn auch noch unbekannten, infektiösen 
Auslöser bedingt sein könnte (Kurtzke, 1993). Jedoch haben epidemiologische Studien ge-
zeigt, dass auch genetische, sozioökonomische und Umweltfaktoren Einfluss auf die Wahr-
scheinlichkeit, eine MS zu entwickeln, haben (Dendrou et al., 2015; Belbasis et al., 2015). 
Hinweise auf einen genetischen Einfluss bei der Pathogenese der MS liefert die Beobachtung 
einer familiären Häufung der Erkrankung bei 20% der Betroffenen und die höhere 
Konkordanzrate bei monozygoten (25%) im Vergleich zu dizygoten Zwillingen (5%) 
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(Compston und Coles, 2008). Durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS) konnten fast 
200 genetische Varianten identifiziert werden, die oft „human leukocyte antigen“ (HLA)-
Gene betreffen, und mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer MS in Verbindung 
gebracht werden (Axisa und Hafler, 2016; Hemmer et al., 2015; Sawcer et al., 2014). Zwar 
sind die meisten dieser Suszeptibilitätsloci in Genen lokalisiert, die für die Regulation der 
Funktion und Differenzierung von T-Helferzellen zuständig sind, aber auch Gene u.a. für In-
terleukin-2 und Interferone scheinen im Rahmen einer genetischen MS-Prädisposition eine 
Rolle zu spielen (Dendrou et al., 2015; International Multiple Sclerosis Genetics et al., 2011). 
Genetische Untersuchungen zeigten auch, dass die MS hinsichtlich möglicher 
Suszeptibilitätsloci eine Überschneidung mit anderen Autoimmunerkrankungen aufweist, 
während diese mit klassischen neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. M. Alzheimer und 
M. Parkinson deutlich geringer ist (Dendrou et al., 2015). Insgesamt geht man davon aus, dass 
ca. 30% des Erkrankungsrisikos durch genetische Faktoren erklärbar sind (International 
Multiple Sclerosis Genetics et al., 2013). Basierend auf GWAS konnte sogar ein Algorithmus 
entwickelt werden, der eine Vorhersage des Verteilungsmusters von entzündlichen Läsionen 
in der MRT ermöglicht (Gourraud et al., 2013). Allerdings ist zu betonten, dass viele der Tref-
fer aus GWAS Genpolymorphismen betreffen, die nicht für Proteine kodieren, sodass auch 
epigenetische Veränderungen und Unterschiede in der Genregulation einen Einfluss haben 
könnten, wobei diese komplexen Interaktionen heute noch nicht ausreichend verstanden sind 
(Farh et al., 2015). Ebenso muss man sich bewusst sein, dass aus einer statistischen Korrelati-
on nicht zwangsläufig auch ein kausaler Zusammenhang folgt (Dendrou et al., 2015).  
Die weltweite Verteilung der MS mit Prävalenzraten, die mit der Entfernung vom Äquator 
zunehmen, und die Beobachtung, dass die Migration von einer Region mit hohem Erkran-
kungsrisiko in eine mit niedrigerem Risiko während der Kindheit mit einem protektiven Ef-
fekt verbunden ist, legt eine Beteiligung von Umweltfaktoren an der MS-Entstehung nahe 
(Dendrou et al., 2015; Tao et al., 2016). Da in großen epidemiologischen Studien gezeigt 
werden konnte, dass Individuen, die in früher Kindheit nicht gegenüber Ebstein-Barr-Virus 
(EBV) exponiert waren, ein deutlich geringeres Risiko haben, an MS zu erkranken als EBV-
seropositive Individuen, wird immer wieder auch eine infektiöse Komponente bei der Ent-
wicklung einer MS diskutiert (Ascherio und Munger, 2007). Allerdings sind nicht nur Anti-
körper gegen EBV, sondern auch gegen andere Viren wie z.B. Varicella-Zoster- oder Herpes-
Simplex-Virus bei ca. 90% der MS-Patienten im Liquor nachweisbar (Otto et al., 2011). Da-
her geht man ursächlich nicht von einer spezifisch gegen EBV-gerichteten Immunreaktion, 
sondern von einer polyspezifischen humoralen Immunantwort innerhalb des ZNS aus, die 
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durch die Kreuzreaktivität zwischen Proteinen der Myelinscheiden, und viralen Antigenen 
bedingt ist (Levin et al., 2010; Lang et al., 2002; Otto et al., 2011). Allerdings gibt es wider-
sprüchliche Berichte über die Akkumulation von EBV-infizierten B-Lymphozyten in MS-
Läsionen und der zugrunde liegende Mechanismus konnte ebenfalls noch nicht vollständig 
aufgeklärt werden (Ascherio et al., 2012; Willis et al., 2009). Weitere Umweltfaktoren, denen 
in epidemiologischen Studien bei der Entwicklung einer MS eine mögliche Rolle als 
Triggerfaktoren zugeschrieben werden, sind Zigarettenkonsum, Mangel an Melatonin und 
Vitamin D, klimatische Einflüsse und die Exposition gegenüber toxischen chemischen und 
Umweltschadstoffen (Bar-Or, 2016; Belbasis et al., 2015; Farez et al., 2015; Gianfrancesco et 
al., 2017). Mit Ausnahme einer EBV-Infektion und von Zigarettenkonsum ist die Evidenz 
aber oft uneinheitlich und zum Teil auch methodisch zweifelhaft (Belbasis et al., 2015). 
 
1.1.4) Pathogenetische Grundlagen der Multiplen Sklerose 
Trotz der großen Heterogenität zwischen den Krankheitsverläufen und klinischen Ausprägun-
gen der MS beim einzelnen Patienten, ist die gemeinsame Endstrecke bei allen Betroffen die 
Bildung von demyelinisierenden Plaques im ZNS. Diese Veränderungen sind das Resultat 
eines entzündlichen Prozesses, der nicht nur die weiße Substanz betrifft und zur Demyelini-
sierung und dem Verlust von Oligodendrozyten führt, sondern sich auch in der grauen Sub-
stanz als Verlust von Neuronen und Axonen manifestiert (Lassmann, 2013). 
 
1.1.4.1) Entzündung 
Charakteristisch für MS-Läsionen ist ein entzündliches Infiltrat innerhalb des ZNS, das v.a. 
aus Makrophagen und T-Lymphozyten, aber auch zu einem geringeren Anteil aus B-
Lymphozyten und Plasmazellen besteht, die aus der Peripherie über die Blut-Hirn-Schranke 
ins ZNS einwandern (Lassmann, 2013; Hemmer et al., 2015). Die sklerotischen Plaques und 
entzündlichen Infiltrate bei der MS sind am stärksten um die Seitenventrikel, das Corpus 
callosum, den Hirnstamm, den Nervus opticus und die subkortikale weiße Substanz ausge-
prägt, was eine Fehlsteuerung lokaler Immunregulationsprozesse nahelegt (Compston und 
Coles, 2008). Es wurden zwei Hypothesen zur Erklärung der immunologischen Mechanismen 
der Entwicklung und der ersten Krankheitsphasen der MS proklamiert.  
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Erstens wird postuliert, dass die MS eine primäre autoimmune Entzündung sei, wobei die 
Autoreaktivität durch eine Kreuzreaktion zwischen körpereigenen Autoantigenen und Patho-
gen-assoziierten Antigenen in peripheren Geweben wie z.B. Haut, Gastrointestinaltrakt oder 
Lunge entsteht. Nach peripherer Aktivierung und Migration ins ZNS produzieren autoreakti-
ven Lymphozyten lokal Zytokine, reaktive Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS) 
sowie Autoantikörper. Dies wiederum führt zu einer lokalen Funktionsstörung von Oligo-
dendrozyten und Astrozyten, einer Schädigung der Myelinscheiden, Aktivierung lokaler 
Mikroglia und erhöhter Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke, wodurch es zu einer noch 
stärkeren Invasion von autoreaktiven Immunzellen ins ZNS kommt (Hemmer et al., 2015; 
Bar-Or, 2016). Dieses Konzept der Entstehung von autoreaktiven Lymphozyten primär in 
peripheren Geweben wie z.B. dem Gastrointestinaltrakt basiert v.a. auf Erkenntnissen aus 
Tiermodellen wie der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), wobei in die-
sen Modellen v.a. CD4
+
-T-Zellen von zentraler Bedeutung sind (Hemmer et al., 2015; Korn 
und Kallies, 2017). Für die EAE konnte z.B. gezeigt werden, dass die Aktivierung von auto-
reaktiven T-Zellen in sekundären lymphatischen Organen wie der Milz erfolgt und dass deren 
Aktivierung durch Autoantigen-präsentierende Zellen im leptomeningealen Raum über major 
histocompatibility complex (MHC)-II vermittelt wird, was ebenfalls die Bedeutung von 
CD4
+
-T-Zellen für dieses Modell unterstreicht (Kyratsous et al., 2017). Zusätzlich scheinen, 
die fehlende Suppression der Aktivität von T-Effektorzellen durch regulatorische T-Zellen 
(Correale und Villa, 2010) und die ausbleibende Apoptose dieser autoreaktiven T-Zellen au-
ßerhalb des ZNS zur Entstehung der Autoreaktivität bei der MS beizutragen (Shi et al., 2007; 
Hemmer et al., 2015).  
 
Abbildung 3: Mechanismen der inflammatorischen Axonschädigung und Demyelinisierung 
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(A) Analog zur EAE werden im extrinsischen Modell Antigene von dendritischen Zellen in peripheren Geweben 





Lymphozyten) aktivieren. (B) Nach peripherer Aktivierung wandern autoreaktive Makrophagen, T-
Lymphozyten und Plasmazellen über die Blut-Hirn-Schranke in das ZNS ein. Durch die lokale Produktion 
proinflammatorischer Zytokine wie z.B. Interferon-y, IL-17 und TNF-α kommt es zur Aktivierung der 
residuellen Mikroglia und von Makrophagen, die u.a. durch die Bildung von ROS/RNS Oligodendrozyten, Mye-
linscheiden und neuronale Strukturen schädigen sowie die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke weiter erhöhen. 
Ebenfalls erfolgt eine intrathekale Bildung von Autoantikörpern, die durch Aktivierung des Komplementsystems 
ebenfalls zur Demyelinisierung beitragen.  
 
Eine alternative Hypothese beschreibt hingegen, dass das auslösende Ereignis nicht die peri-
phere Aktivierung des adaptiven Immunsystems ist, sondern ein neurodegenerativer oder in-
fektiöser Prozess, der erst sekundär über die Aktivierung der residuellen Mikroglia, die Teil 
des angeborenen Immunsystems des ZNS ist, zur Entzündung führt (Dendrou et al., 2015; 
Hemmer et al., 2015). Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems im ZNS führt durch 
die dauerhafte Aktivierung proinflammatorischer Signalwege zu einer chronischen Entzün-
dungsreaktion, die bereits mit diversen neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. M. Alz-
heimer in Verbindung gebracht wurden (Heneka et al., 2014). Für die MS wurde beobachtet, 
dass bereits in makroskopisch normal erscheinender weißer Substanz und in präphagozytären 
Läsionen die Mikroglia aktiviert ist und Oligodendrozyten verloren gehen, obwohl noch kein 
lymphozytäres Infiltrat zu beobachten ist (Henderson et al., 2009). Es wird vermutet, dass die 
initiale Mikrogliaaktivierung durch die Schädigung von Oligodendrozyten bedingt ist und es 
so zur Freisetzung von ZNS-spezifischen Antigenen kommt. Diese Antigene verlassen dann 
das ZNS über den Liquor cerebrospinalis oder werden über die Lymphe in zervikale Lymph-
knoten drainiert. Dort erfolgt dann die periphere Aktivierung von Lymphozyten und deren 
Migration in das ZNS. Auch Lymphabflusswege entlang der duralen Hirnsinus könnten auf-
grund der Nähe zu den Meningen und den bei der MS häufig vorhandenen perimeningealen 
Infiltraten hierbei eine Rolle spielen (Louveau et al., 2015; Korn und Kallies, 2017). Der Me-
chanismus der initialen Oligodendrozytenschädigung ist allerdings nicht bekannt (Dendrou et 
al., 2015). Außerdem konnten keine primären genetischen Defekte von Oligodendrozyten im 
Rahmen von genetischen Studien bei MS-Patienten identifiziert werden. Da bislang auch kein 
infektiöser Auslöser nachgewiesen werden konnte, ist diese Hypothese zurückhaltend zu be-
werten (Hemmer et al., 2015).  
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Neben T-Lymphozyten rücken seit einigen Jahren auch B-Lymphozyten als antikörperprodu-
zierende und antigenpräsentierende Zellen in den Fokus (Wekerle, 2017). Einerseits sind 
liquorspezifische oligoklonale Banden in der Liquorproteinelektrophorese als Ausdruck einer 
intrathekalen Immunreaktion schon lange als diagnostischer und prognostischer Marker in 
klinischer Anwendung (Hohlfeld et al., 2016), andererseits zeigen B-Zell-depletierende mo-
noklonale Antikörper wie z.B. der CD20-Antikörper Rituximab Erfolge in der Behandlung 
der MS (Hauser et al., 2008). In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Antigene wie z.B. 
Myelinproteine, α-B-Crystallin, das eine Rolle bei der Suppression von Autoreaktivität spielt, 
und Neurofascin, das am Aufbau der Ranvier’schen Schnürringe beteiligt ist, als Zielstruktu-
ren für die Autoantikörper bei der MS postuliert (Compston und Coles, 2008; Mathey et al., 
2007; Hohlfeld et al., 2016). Hervorzuheben sind an dieser Stelle anti-MOG-Antikörper, die 
zum Teil bei Patienten mit diversen autoentzündlichen demyelinsierenden ZNS-Erkrankungen 
einschließlich der MS nachweisbar sind (Hohlfeld et al., 2016; Reindl et al., 2013). Die His-
topathologie der MS ist zwar sehr variabel, aber es konnte gezeigt werden, dass es durch die 
Bildung von spezifischen Antikörpern, die sich gegen Strukturen der Myelinscheiden richten, 
zu einer durch das Komplementsystem mediierten Demyelinisierung kommen kann 
(Lucchinetti et al., 2000). Auch eine Rolle bei den pathologischen Veränderungen des Kortex 
ist denkbar, da kortikale Läsionen sich oftmals entlang der subpialen Oberfläche ausbreiten 
und mit entzündlichen Veränderungen der Meningen assoziiert sind, was die Beteiligung ei-
nes löslichen Faktors als Trigger für die Läsionsentstehung nahelegt (Hemmer et al., 2015).  
 
1.1.4.2) Demyelinisierung 
Ein weiteres Charakteristikum der MS sind die verschiedenen demyelinisierten Läsionen, die 
prinzipiell das gesamte ZNS betreffen können. Die MS wurde ursprünglich als eine Erkran-
kung angesehen, die sich in erster Linie durch eine Autoimmunreaktion gegen die Myelin-
scheiden und eine daraus resultierende Störung der axonalen Übertragung von Aktionspoten-
zialen auszeichnet, wodurch die neurologischen Ausfälle der Patienten bedingt seien. In den 
vergangenen Jahren konnte allerdings immer deutlicher gezeigt werden, dass es verschiedene 
Formen der Oligodendrozytenschädigung gibt, die sich auch bezüglich der zugrunde liegen-
den Pathophysiologie unterscheiden. Einen Vorschlag zur histopathologischen Klassifikation 
verschiedener Grundmuster der Demyelinisierung und den ursächlichen Mechanismen publi-
zierte die Arbeitsgruppe um Hans Lassmann (Lucchinetti et al., 2000). Demnach kann die 
Demyelinisierung im Rahmen der MS durch autoreaktive T-Zellen bedingt sein, die Makro-
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phagen oder Mikroglia aktivieren, was entweder direkt zur Demyelinisierung führen kann 
(Typ I) oder durch die Bildung von toxischen Substanzen wie z.B. Tumor-Nekrose-Faktor 
(TNF)-α oder ROS/RNS eine Schädigung der Oligodendrozyten bewirkt (Typ IV). Alternativ 
kann es durch die Bildung von Autoantikörpern, die sich gegen Strukturen der Myelinschei-
den richten, zu einer durch das Komplementsystem mediierten Demyelinisierung kommen 
(Typ II). Die distale Oligodendropathie (Typ III) wird in Fällen einer virusinduzierten Schä-
digung der weißen Substanz beobachtet, wobei es zu einer T-Zell vermittelten Vaskulitis 
kommt, die v.a. kleine Gefäße betrifft und über eine ischämische Schädigung der Oligodend-
rozyten zur Demyelinisierung führt. Autopsiebefunde an MS-Patienten zeigen allerdings, dass 
v.a. die Demyelinisierungsmuster I und II vorherrschen (Lassmann et al., 2001).  
Die Demyelinisierung stellt aber kein irreversibles Faktum dar, sondern selbst im ausgereiften 
ZNS existiert ein gewisser Pool an Vorläuferzellen der Oligodendrozyten, die sich oftmals in 
der Umgebung von akuten entzündlichen Läsionen befinden (Scolding et al., 1998; Rice et al., 
2013). Diese Vorläuferzellen ermöglichen eine Remyelinisierung, die bei ca. 20% der Patien-
ten erfolgreich verläuft (Patrikios et al., 2006) und sich in Gewebebiopsien als sogenannte 
„shadow plaques“ nachweisen lässt. Bedauerlicherweise ist diese Regenerationsfähigkeit zwi-
schen Patienten sehr heterogen ausgeprägt (Bodini et al., 2016) und insgesamt limitiert, was 
aber eher nicht durch einen Mangel an Oligodendrozytenvorläuferzellen, sondern eine lokale 
Inhibition der Remyelinisierung bedingt zu sein scheint (Ontaneda et al., 2017) 
 
1.1.4.3) Neuronale und axonale Pathologie der Multiplen Sklerose 
Während bereits Jean-Marie Charcot axonale Schäden im Rahmen der MS beschrieb, rückte 
in den darauffolgenden Jahren die Grundvorstellung von der MS als einer autoimmunvermit-
telten demyelinisierenden Erkrankung in den Mittelpunkt. Erst in den letzten Jahren konnte 
gezeigt werden, dass der Entzündungsprozess auch eine erhebliche Schädigung der Neurone 
und ihrer Axone bewirkt (Wilkins und Scolding, 2008). Es konnte beispielsweise nachgewie-
sen werden, dass es in akuten entzündlichen Läsionen zu einer Durchtrennung von Axonen 
kommt und dass diese Veränderungen eng mit einer Infiltration durch T-Zellen und einer lo-
kalen Aktivierung von Makrophagen und Mikroglia assoziiert sind (Trapp et al., 1998). 
Autopsiebefunde von MS-Patienten zeigten, dass bis zu 80% der Axone in einzelnen Bahnen 
im Verlauf geschädigt werden (Hemmer et al., 2015). Außerdem lässt sich eine axonale Schä-
digung bereits in sehr frühen Läsionsstadien und sogar in noch normal erscheinender weißer 
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Substanz nachweisen (Lassmann, 2013). Es bleibt daher unklar, ob bei der MS die entzündli-
che Demyelinisierung oder die neurodegenerativen Veränderungen die initialen Veränderun-
gen im Rahmen der Erkrankung darstellen. 
Interessanterweise sind einzelne axonale Bahnen des ZNS unterschiedlich anfällig für Schä-
digungen, wobei Axone mit einem geringeren Durchmesser empfindlicher erscheinen als 
Axone mit größerem Kaliber (Wilkins und Scolding, 2008). Sowohl Demyelinisierung als 
auch axonale Schädigung laufen in jeder sich neu bildenden Läsion ab. Aber während das 
ZNS eine – zwar begrenzte – Fähigkeit zur Remyelinisierung hat, ist die axonale Schädigung 
irreversibel und über den Krankheitsverlauf progredient, sodass über die Zeit in einzelnen 
Bahnen im ZNS bis zu 80% der Axone verloren gehen können (Hemmer et al., 2015). Die 
axonale Schädigung ist auch wesentlich verantwortlich für die progredienten und irreversiblen 
neurologischen Defizite von MS-Patienten (Criste et al., 2014; Ontaneda et al., 2017). Insbe-
sondere MRT-Untersuchungen ermöglichen die Beobachtung und Dokumentation des zeitli-
chen Verlaufs der pathologischen Veränderungen im Rahmen der MS. Bei Patienten mit lang-
jährigem MS-Verlauf lassen sich z.B. neben der globalen Atrophie v.a. der weißen Substanz 
auch Atrophien einzelner kortikaler Areale beobachten, was mit dem Ausmaß der funktionel-
len Beeinträchtigung korreliert (Filippi, 2015; Gass et al., 2015; Steenwijk et al., 2016). Be-
sonders T1-hypointense Läsionen werden als Ausdruck der Neurodegeneration und des Ver-
lustes von Axonen interpretiert und korrelieren in ihrem Ausmaß mit dem Grad der Behinde-
rung von MS-Patienten (Filippi et al., 2016). Außerdem zeigten experimentelle Ansätze zur 
funktionellen Bildgebung wie z.B. die MR-Spektroskopie die Reduktion von N-acetyl-
Aspartat, einem Marker für Neurone und Axone, die mit dem Ausmaß neurologischer Defizi-
te korreliert und im Krankheitsverlauf zunimmt (Ciccarelli et al., 2014). 
 
1.1.5) Tiermodelle der Multiplen Sklerose 
Bereits 1935 beschrieben Rivers et al. einen Versuch, bei dem sie durch die wiederholte In-
jektion von Gehirnextrakten und -emulgaten in Rhesusaffen eine sterile Entzündungsreaktion 
induzieren konnten, die zu einer Demyelinisierung im ZNS führte (Rivers und Schwentker, 
1935). Seither sind diverse Tiermodelle entwickelt worden, die der Heterogenität der MS be-
züglich Krankheitsverlauf und –schwere zumindest teilweise Rechnung tragen. Das am wei-
testen verbreitete Tiermodell der MS ist die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 
(EAE). Die EAE stellt jedoch keine eindeutig definierte Krankheitsentität dar, sondern es be-
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stehen in Abhängigkeit von der jeweils verwendeten Spezies und Tierlinie erhebliche Unter-
schiede. So reicht etwa das Spektrum der autoimmunvermittelten neurologischen Störungen 
von einem monophasischen paralytischen Verlauf hin zu chronisch schubförmigen und pro-
gredienten neurologischen Defiziten (Lassmann und Bradl, 2017). Trotz aller Limitationen 
spiegeln diese Modelle viele klinische und histopathologische Aspekte der MS wie z.B. die 
fokale Demyelinisierung im ZNS oder das entzündliche Infiltrat aus Lymphozyten und Mak-
rophagen wieder. Die Induktion der EAE kann entweder durch aktive Immunisierung der Tie-
re mit Myelinantigenen wie z.B. „Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG)“, die in 
einem Adjuvans (meist eine Emulsion aus inaktivierten Mycobacterium tuberculosis Bakteri-
en und Paraffinöl) gelöst werden, oder durch passiven Transfer von aktivierten Myelin-
spezifischen T-Zellen erfolgen (Stromnes und Goverman, 2006).  
Eine wesentliche Limitation dieses klassischen EAE-Modells ist, dass die Entzündung v.a. im 
Rückenmark und nur zu einem deutlich geringeren Teil auch im Gehirn lokalisiert ist, was 
einen erheblichen Unterschied zur MS darstellt. Daher wurden zusätzliche, sogenannte atypi-
sche EAE-Modelle entwickelt, die besser zur Untersuchung lokalisationsspezifischer Frage-
stellungen z.B. nach pathologischen Veränderungen des Kortex oder des Hirnstamms geeig-
net sind. Vom klassischen EAE-Modell unterscheiden sich diese durch ihre Induktionsproto-
kolle oder durch die Verwendung von Mauslinien mit einem anderen genetischen Hinter-
grund. Um z.B. eine kortikale Demyelinisierung in Ratten zu induzieren, werden lokale Injek-
tionen von proinflammatorischen Zytokinen wie z.B. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-α und 
Interferon (IFN)-γ verwendet (Merkler et al., 2006), während man für Fragestellungen zur 
Beteiligung von Kleinhirn und Hirnstamm auf IFN-γ-defiziente Mäuse (Abromson-Leeman et 
al., 2004) oder ein anderes Myelinantigen („myelin proteolipid protein“) zur Immunisation 
zurückgreifen kann (Muller et al., 2000). Weitere Einschränkungen des klassischen EAE-
Modells ergeben sich aus der Tatsache, dass hier v.a. eine CD4
+
 T-Zell-vermittelte Immunre-
aktion generiert wird, während für die MS auch eine Infiltration von CD8
+
 T-Zellen und B-
Zellen pathophysiologisch relevant ist (Lassmann und Bradl, 2017). Darüber hinaus wird die 
EAE im Gegensatz zur MS artifiziell durch die Immunisation mit Myelinantigenen getriggert 
und ist daher nur eingeschränkt für die Untersuchung der MS-auslösenden Prozesse geeignet, 
die noch weitgehend unbekannt sind. Um diese Fragestellung gezielt zu beantworten, wurden 
spontane EAE-Modelle entwickelt, die in der Regel auf genetisch veränderten Mäusen beru-





primieren, die spezifisch für Myelinantigene sind. Auch Mauslinien mit entsprechend gene-
tisch modifizierten B-Zell- und humanisierten T-Zell-Rezeptoren stehen mittlerweile zur Ver-
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fügung (Goverman et al., 1993; Ben-Nun et al., 2014; Pollinger et al., 2009). Vorteile bzw. 
Limitationen der verschiedenen Tiermodelle der MS sind in Tabelle 1 dargestellt. 
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- Nachteile: Große Variabilität  
(Goverman 





Tabelle 1: Tiermodelle der Multiplen Sklerose 
 
Es wird oft kritisiert, dass „alles EAE stoppt, aber nichts die MS heilt“ (Baker et al., 2011). 
Da bislang nur vier Wirkstoffe, die einen positiven Effekt in der EAE zeigten, zur Behand-
lung der MS zugelassen wurden, ist diese Kritik auch nicht vorschnell von der Hand zu wei-
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sen. Es sollte hingegen noch nachdenklicher stimmen, dass einige aus EAE-Modellen abgelei-
tete Interventionen zu erheblichen Komplikationen bei MS-Patienten geführt haben (Baker et 
al., 2011; Baxter, 2007). Daher ist es wichtig, sich bewusst zu machen, dass die EAE primär 
darauf abzielt, die zur Entstehung der Immunantwort führenden Prozesse aufzuklären, und 
dass 70% der Therapieexperimente im Rahmen der EAE bereits vor oder direkt zu Beginn der 
Krankheitsmanifestation ansetzen und daher nur eingeschränkt auf MS-Patienten übertragbar 
sind, da sich bei diesen ja bereits Symptome entwickelt haben (Vesterinen et al., 2010).   
Trotz dieser Einschränkungen haben sich Tiermodelle der MS und v.a. die EAE als wertvolle 
Ansätze zur Erforschung der ursächlichen Pathomechanismen erwiesen. Ebenso stellen sie ein 
wichtiges Testumfeld für mögliche neue Therapien dar, die v.a. mit Blick auf die RRMS zum 
Teil auch schon fester Bestandteil des klinischen Alltags geworden sind (Yednock et al., 
1992; Polman et al., 2006; Lovett-Racke, 2017). Durch die Entwicklung neuer Varianten des 
EAE-Modells können einzelne Aspekte der MS immer präziser nachgebildet werden und er-
möglichen somit ein zunehmend umfassenderes Verständnis der ursächlichen Pathophysiolo-
gie. Jedoch ist es wichtig zu akzeptieren, dass die Übertragung von Erkenntnissen aus der 
EAE in den klinischen Alltag schwierig ist und dass diese Tiermodelle nur der erste Schritt 
auf dem langen Weg, das Leben von Menschen mit MS zu verbessern, sein können.  
 
1.2) Mechanismen axonaler Schädigung im Rahmen der Multiplen Sklerose 
Neben der Demyelinisierung ist der Verlust von Axonen ein wesentliches Charakteristikum 
der MS und diese axonale Schädigung lässt sich bereits in frühen Läsionsstadien und sogar in 
makroskopisch noch unauffällig erscheinender weißer Substanz nachweisen (Lassmann, 
2013). Auf Grundlage von histologischen und MRT-Untersuchungen wird vermutet, dass der 
Verlust von Axonen ein wesentlicher Faktor für das Ausmaß der klinischen Behinderung und 
der Entstehung der progredienten Krankheitsform ist (Ontaneda et al., 2017). Obwohl die Pa-
thogenese des Verlusts von Axonen noch nicht vollständig aufgeklärt ist, gibt es zunehmende 
Hinweise dafür, dass die akute axonale Schädigung durch die Infiltration von Immunzellen 
und insbesondere Makrophagen bedingt ist (Trapp et al., 1998), während Demyelinisierung 
und die daraus resultierende trophische Störung eher bei chronischen Läsionen für die Schä-
digung von Axonen verantwortlich sind (Nave und Trapp, 2008).   
Tiermodelle wie die virusinduzierte Theiler’s murine Enzephalomyelitis legen nahe, dass die 
Reaktion von Axonen auf die Entzündung und Demyelinisierung unter anderem davon ab-
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-T-Lymphozyten vermittelte Immunreaktion zeigten, trotz Demyelinisierung 
in der Lage, die Integrität ihrer Axone zu bewahren. Hingegen zeigten MHC-II defiziente 
Mäuse, die eine von CD8
+
-T-Lymphozyten getragene Immunreaktion generierten, eine mas-
sive und irreversible axonale Degeneration mit den entsprechenden neurologischen Ausfall-
symptomen (Njenga et al., 1999). Neben den durch das Immunsystem vermittelten Prozessen, 
die eine Degeneration von Axonen auslösen, konnten auch Veränderungen in Genen mit 
neuroprotektiver Bedeutung sowohl mit MS als auch mit EAE in Verbindung gebracht wer-
den. Ciliary neurotrophic factor (CNTF) ist ein wichtiger Faktor für die trophische Unterstüt-
zung von Neuronen und Oligodendrozyten und es konnte beobachtet werden, dass Transkrip-
tionsprodukte dieses Gens in den Kortices von MS-Patienten vermindert vorhanden sind. In 
Übereinstimmung damit zeigen CNTF-defiziente Mäuse einen besonders schweren EAE-
Verlauf mit einer verlängerten Erholungszeit (Linker et al., 2002; Dutta et al., 2007). 
Dennoch sind die inflammatorischen Prozesse wahrscheinlich von größerer Bedeutung für die 
axonale Pathologie der MS als genetische Einflussfaktoren. Es konnte gezeigt werden, dass 
die Häufigkeit einer axonalen Schädigung mit dem Ausmaß der Entzündung und insbesondere 
mit der Infiltration von Makrophagen, die sich gehäuft in unmittelbarer Nähe von degenerie-
renden Axonen nachweisen lassen, korreliert ist (Nikic et al., 2011; Trapp et al., 1998). Er-
staunlicherweise ist die Demyelinisierung von Axonen keine notwendige Bedingung für deren 
Degeneration, sondern diese wird eher durch die Freisetzung von proteolytischen Enzymen 
wie z.B. Calpain sowie von reaktiven Sauerstoff- (ROS) und Stickstoff-Spezies (RNS) durch 
Immunzellen im Mikroumfeld von akuten Läsionen vermittelt (Kapoor et al., 2003; Nikic et 
al., 2011). Beispielhaft sollen diese Mechanismen an einem in der EAE erstmalig beschriebe-
nen, potentiell reversiblen axonalen Degenerationsprozess, der sogenannten „fokalen axona-
len Degeneration“ (FAD), erläutert werden, wobei sich ähnliche Veränderungen auch in aku-
ten Läsionen von MS-Patienten finden. Die FAD beginnt mit der fokalen Schwellung von 
Axonen, die oft in der Nähe der Ranvier’schen Schnürringe auftritt und auch in noch voll-
ständig myelinisierten Axonen beobachtet werden kann. Diese fokalen Schwellungen schei-
nen über mehrere Tage hinweg stabil zu sein und Axone können in der Folge entweder frag-
mentieren oder sich spontan erholen. Diese Beobachtungen und die Tatsache, dass die FAD 
durch die Applikation von exogenen ROS und RNS artifiziell induziert bzw. durch die Gabe 
von ROS/RNS-Scavengern verhindert werden kann, liefert zusätzliche Hinweise auf die Be-
deutung des entzündlichen Mikroumfelds für die Schädigung von Axonen (Nikic et al., 2011). 
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Entsprechend wird vermutet, dass sowohl die FAD als auch die axonale Degeneration bei der 
MS durch die lokale ROS/RNS-Produktion aktivierter Immunzellen bedingt sind, die durch 
eine oxidative Schädigung von Mitochondrien zu einer Störung der mitochondrialen ATP-
Produktion führt. Im Rahmen dieses als „virtual hypoxia pathway“ bezeichneten Prozesses 
führt die mitochondriale Dysfunktion durch einen ATP-Mangel zu einer Störung der intrazel-





)-ATPase zur Verfügung steht. Infolgedessen kommt es über 
die Depolarisation der Zellmembran zu einem Anstieg der intrazellulären Na
+
-Konzentration. 





(NCX) und die Aktivierung spannungsgesteuerter Ca
2+
-Kanäle einen Anstieg der intrazellulä-
ren Ca
2+
-Konzentration. Gemeinsam mit der Freisetzung von proapoptotischen Signalen aus 
Mitochondrien bewirkt die hieraus resultierende Aktivierung von Ca
2+
-abhängigen Proteasen 
wie z.B. Calpain eine irreversible Schädigung der Axone (Nikic et al., 2011; Haider et al., 
2011; Witte et al., 2014; Court und Coleman, 2012; Trapp und Stys, 2009; Shields et al., 
1999). Weitere Hinweise für die Beteiligung von durch T-Zellen, Makrophagen und Mikro-
glia produzierte ROS und RNS an der Degeneration von Axonen liefert auch der 
immunhistochemische Nachweis von oxidierter DNA und Phospholipiden in Autopsien von 





Abbildung 4: Degeneration von Axonen in MS und EAE 
(A) Darstellung von Axonen (grün; Anfärbung nichtphosphorylierter Neurofilamente) und Makrophagen (rot) 
mittels Konfokalmikroskopie von humanem MS-Gewebe; Pfeile weisen auf engen Kontakt zwischen Makropha-
gen und degenerierenden Axonen hin, während Pfeilspitzen morphologisch unauffällige Axone ohne Kontakt zu 
Makrophagen zeigen. (B) illustriert die verschiedenen Stadien der FAD mit Stadium 0 (grün) als morphologisch 
unauffällige Axone, Stadium 1 (gelb) mit fokalen Schwellungen und Stadium 2 (rot) als komplette 
Fragmentation. (C) zeigt, dass Axone im Stadium 1 im Zeitverlauf entweder fragmentieren (Stadium 2; rot) oder 
regenerieren können (Stadium 0; grün). (D) stellt in-vivo 2-Photonen-Mikroskopieaufnahmen im zeitlichen Ver-
lauf eines Axons im Stadium 1 und dessen Erholung über die Zeit dar. Maßstäbe: 45 µm in Panel (A) und 10 µm 
in Panel (D). (A) aus (Trapp et al., 1998); (C) und(D) aus (Nikic et al., 2011) 
 





-Homöostase in Zellen ist streng reguliert und wird durch den 
aktiven Transport von Ca
2+
 in intrazelluläre Speicher wie z.B. Mitochondrien oder das endo-
plasmatische Retikulum sowie den Transport in den Extrazellulärraum aufrechterhalten 
 
20 Einleitung 
(Krebs et al., 2015). Im Rahmen des axonalen Degenerationsprozesses kommt es zu einer 
Schädigung des Zytoskeletts, die wahrscheinlich auf die Aktivierung von Calpain, einer Ca
2+
-
abhängigen Protease, durch die erhöhte intrazelluläre Ca
2+
-Konzentration zurückzuführen ist 
und die auch mit der axonalen Schädigung im Rahmen der MS in Verbindung gebracht wird 
(Shields et al., 1999). Weitere Hinweise auf die zentrale Rolle von Ca
2+
 bei der axonalen De-
generation liefern Studien, die zeigen konnten, dass die Behandlung mit Calpaininhibitoren 
Axone bei traumatischen ZNS-Schädigungen schützt und dass persistierende Regulationsstö-
rungen der Ca
2+
-Homöostase das weitere Schicksal von Axonen im zeitlichen Verlauf vorher-
sagen (Williams et al., 2014; Kerschensteiner et al., 2005). Interessanterweise wird der beo-
bachtete Anstieg der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration von einer Zunahme der intrazellulä-
ren Na
+
-Konzentration begleitet und die pharmakologische Blockade von Na
+
-Kanälen z.B. 
mit Tetrodotoxin, Phenytoin oder Flecainid wirkt sowohl in der EAE als auch in Modellen 
ischämischer oder traumatischer ZNS-Schädigung protektiv auf Axone (LoPachin und 





 lässt sich anhand des oben beschriebenen „virtual hypoxia pathways“ erklären. Gut ver-
einbar hiermit sind auch Untersuchungen, die zeigen, dass Bepridil, ein Inhibitor des NCX, in 
Modellen traumatischer ZNS-Schädigungen protektiv auf Axone wirkt und dass sich in ent-
zündlichen ZNS-Erkrankungen wie MS und EAE eine veränderte Expression von Ca
2+
-
Kanälen und dem NCX nachweisen lässt (Trapp und Stys, 2009; Stirling und Stys, 2010; 
Kapoor et al., 2003). Auch Untersuchungen in unserem Labor konnten zeigen, dass die Dys-
regulation des intrazellulären Ca
2+
-Haushalts in EAE-Läsionen das weitere Schicksal von 
Axonen über die Zeit vorhersagen kann (siehe S. 50). Jedoch sind sowohl der Auslöser der 
beobachteten Ca
2+
-Regulationsstörung als auch die dadurch ausgelösten Prozesse bislang un-






1.3.1) 2-Photonen-Mikroskopie des zentralen Nervensystems  
Die Entwicklung nichtlinearer optischer Mikroskope und insbesondere der 2-Photonen-
Mikroskopie haben Wissenschaftlern neue Möglichkeiten zum Studium zellulärer und subzel-
lulärer Strukturen im ZNS eröffnet. Im Unterschied zu traditionellen Mikroskopietechniken 
wie z.B. der Konfokalmikroskopie, ist die nichtlineare optische Mikroskopie weniger anfällig 
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für die Streuung von Licht im Gewebe und ermöglicht die hochauflösende Darstellung intak-
ten Gewebes bis zu einer Tiefe von 1 mm, während bei der Verwendung von 1-Photonen-
Anregung die Eindringtiefe oft schon bei 100 µm begrenzt ist (Helmchen und Denk, 2005).  
Die Signale bei dieser Form der biomedizinischen Bildgebung werden durch Fluoreszenz er-
zeugt. Ein Prozess bei welchem Photonen von einem einzelnen Molekül absorbiert und an-
schließend wieder emittiert werden. Dies erfordert jedoch, dass das anregende Photon eine 
bestimmte Wellenlänge besitzt und so eine definierte Menge an Energie auf das Fluorophor 
übertragen kann. Wird ein Photon von einem Molekül absorbiert, erfolgt eine Energieübertra-
gung vom Photon auf das Molekül, dessen Elektronen dadurch in einen angeregten, energie-
reichen Zustand versetzt werden. Dieser angeregte Zustand ist allerdings instabil, sodass nach 
einer kurzen Zeit die Elektronen in ihren energieärmeren Grundzustand zurückkehren und 
dabei Energie in Form eines Photons emittieren. Da dieser Absorptions-Emissions-Prozess 
aber in einem Energieverlust resultiert, ist die Wellenlänge des emittierten Photons grundsätz-
lich länger als die Wellenlänge des anregenden Photons. Während bei der konventionellen 
Fluoreszenzmikroskopie ein einzelnes Photon zur Anregung eines Fluorophors verwendet 
wird, werden bei der nichtlinearen Mikroskopie wie z.B. der 2-Photonen-Mikroskopie mehre-
re Photonen mit größerer Wellenlänge und entsprechend geringerer Energie verwendet. Hier-
bei ist es erforderlich, dass mehrere Photonen beinahe zeitgleich (innerhalb von 10
-18 
s) von 
demselben Molekül absorbiert werden. Da dies mit normalen Lichtquellen ein äußerst selte-
nes Ereignis ist, ist es für die Erzeugung von nichtlinearen Interaktionen erforderlich, Licht-
quellen mit einer sehr hohen Flussrate an Photonen zu verwenden. Um diese hohen Flussraten 
zu erzielen ohne gleichzeitig die Probe durch eine zu hohe Energie zu beschädigen, wurden 
sogenannte “mode-locked“ Laser entwickelt, die ultrakurze Lichtimpulse (Dauer ≈ 100 fs) bei 
einer hohen Wiederholungsrate erzeugen (≈ 100 MHz), sodass während der Impulse eine aus-
reichend hohe Photonenflussdichte erzielt werden kann, aber gleichzeitig der Laser während 
der meisten Zeit ausgeschaltet ist und so eine Schädigung der Gewebeprobe vermieden wer-
den kann (Denk et al., 1990; Ustione und Piston, 2011).  
Bei der Konfokalmikroskopie interagieren die Photonen mit diversen Fluorophoren entlang 
ihres gesamten Weges durch die Probe und erzeugen dabei jeweils ein Fluoreszenzsignal. 
Daher ist eine Lochblende, die sogenannte „pinhole“, erforderlich, um die Menge des nicht 
aus der Fokusebene stammenden Signals zu reduzieren, da dies den Kontrast und die räumli-
che Auflösung des Bildes erheblich reduzieren würde. Die 2-Photonen-Mikroskopie ist hin-
gegen deutlich weniger anfällig für nicht aus der Fokusebene stammende Störungen, da jedes 
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einzelne der beiden Photonen nur jeweils die Hälfte der für die Anregung erforderlichen 
Energie besitzt, sodass die Absorption der Photonen und die Signalerzeugung auf ein sehr viel 
kleineres Fokusvolumen begrenzt sind, da nur hier zwei Photonen beinahe gleichzeitig mit 
dem Fluorophor interagieren. Wie in Abbildung 5 dargestellt erfolgt also bei der 2-Photonen-
Mikroskopie im Gegensatz zur Konfokalmikroskopie keine Anregung von Fluorophoren ent-
lang des gesamten Lichtwegs durch die Probe, sondern nur lokal begrenzt in der Fokusebene. 
Die Tatsache, dass keine Photonen durch Streuung verloren gehen oder durch eine Lochblen-
de herausgefiltert werden, ist eine wesentliche Ursache für die bessere Tiefenauflösung der 2-




Abbildung 5: Vergleich von 2-Photonen- und Konfokalmikroskopie 
(A) zeigt ein Jablonski-Diagramm für 1-Photon- und 2-Photonen-Anregung eines Fluorophors und die folgende 
Emission des Fluoreszenzsignals. (B) Darstellung der Unterschiede zwischen konfokal (380 nm; unterer Strah-
lengang) und 2-Photonen (760 nm; oberer Strahlengang) Anregung einer 50 µM Fluorescein-Lösung. Während 
2-Photonen-Anregung auf ein sehr kleines Fokusvolumen begrenzt ist, erfolgt 1-Photonen-Anregung auf dem 
gesamten Lichtweg durch die Probe. (C) Maximum intensity Projektion einer 2-Photonen-Aufnahme des Neo-
kortex einer transgenen Maus, die einen genetisch kodierten Chloridsensor exprimiert. (B) übernommen aus 
(Ustione und Piston, 2011) und (C) aus (Helmchen und Denk, 2005).  
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Ein weiterer Vorteil der 2-Photonen-Anregung mit Bedeutung für die in-vivo Mikroskopie ist 
die Verwendung von Wellenlängen im Infrarotbereich, da jedes Photon nur die halbe Energie 
im Vergleich zur 1-Photon-Anregung benötigt. Dies reduziert einerseits die Fototoxizität des 
Lasers auf die Gewebeprobe und begrenzt das Ausbleichen des Fluorophors auf die Fokus-
ebene, da nur hier die 2-Photonen-Absorption erfolgt. Außerdem interagiert Infrarotlicht we-
niger mit natürlichen Chromophoren in der Gewebeprobe als Licht im sichtbaren Spektrum, 
sodass Infrarotlicht weniger anfällig für Streuung ist, was die Eindringtiefe ins Gewebe zu-
sätzlich deutlich erhöht (Grienberger und Konnerth, 2012). Entsprechend ist die 2-Photonen-
Mikroskopie heute die für die in-vivo-Mikroskopie bevorzugte Methode  (Wang et al., 2010).  
Vor der Entwicklung der nichtlinearen Mikroskopie war es oftmals erforderlich, Organe wie 
das ZNS an Gewebeexplantaten oder in der Zellkultur zu untersuchen. Durch nichtlineare 
Mikroskopietechniken in Kombination mit der Entwicklung von verschiedenen Spektralvari-
anten von fluoreszierenden Proteinen und deren Anwendung zur spezifischen Anfärbung von 
bestimmten Zellen in trangsgenen Mäusen ist es nun aber möglich, komplexe Organe auch in-
vivo und in viel größerem Detail zu erforschen als zuvor (Misgeld und Kerschensteiner, 
2006). Beispielsweise können im ZNS Neurone und deren Fortsätze durch die Expression von 
Fluoreszenzproteinen in Mäusen, die der Kontrolle durch ein neuronenspezifisches Thy1-
Promoter-Element unterliegt, sehr detailliert untersucht werden  (Feng et al., 2000). Ähnliche 
Methoden wurden auch für die spezifische Darstellung von Immun-, Glia- und Endothelzellen 
entwickelt und ermöglichen neue Erkenntnisse zur Pathogenese eines großen Spektrums von 
Erkrankungen, das von Trauma über Schlaganfall bis hin zu neurodegenerativen Prozessen 
reicht (Misgeld und Kerschensteiner, 2006). Aber nicht nur ganze Zellen sind bislang trans-
gen markiert worden, auch subzelluläre Strukturen wie Mitochondrien (Misgeld et al., 2007a) 
und Komponenten des Zytoskeletts (Kleele et al., 2014) sind nun der in-vivo-Mikroskopie 
zugänglich geworden. Auf der Suche nach einem besseren Verständnis der grundlegenden 
pathophysiologischen Prozesse diverser Krankheiten, ist auch die in-vivo-Mikroskopie von 
Indikatoren der zellulären Funktion wie z.B. des ATP-Spiegels oder des Redox-Status von 




-Mikroskopie und genetisch kodierte Ca
2+
 -Indikatoren  
Ca
2+
 spielt eine entscheidende Rolle in allen Zelltypen z.B. bei der Exozytose von 
neurotransmitterhaltigen Vesikeln aus den präsynaptischen Axonterminalen, der Kontraktion 
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von Muskelzellen und der Regulation des Zellzyklus (Grienberger und Konnerth, 2012). 
Schon die genannten Beispiele zeigen, dass Ca
2+
 Signale einerseits über ein weites zeitliches 
Spektrum wirken, das von Millisekunden bei der synaptischen Transmission bis hin zu Stun-
den bei der Transkription von Genen reicht, und dass andererseits die verschiedenen Funktio-
nen von Ca
2+
 vom jeweiligen subzellulären Kompartiment abhängen, auf welches sie wirken. 
Ca
2+
 ist folglich entscheidend für die integrative Funktion von komplexen Organsystemen und 
ein besseres Verständnis der genauen räumlichen und zeitlichen Eigenschaften dieser Ca
2+
-
Signale ist angesichts der hohen Anzahl an Verbindungen zwischen einzelnen Zellen beson-
ders im ZNS von großer Bedeutung (Grienberger und Konnerth, 2012; Russell, 2011).  
Die ersten Experimente mit organischen Ca
2+
-Indikatoren wurden in Zellkulturen oder präpa-
rierten Gewebeschnitten durchgeführt. Jedoch sind diese Experimente für komplexe Zell-
netzwerke wie das ZNS zu ungenau und Möglichkeiten zur in-vivo-Mikroskopie daher äußerst 
wünschenswert. Dies führte zur Entwicklung von transgenen Organismen, die z.B. das Ca
2+
-
sensitive, biolumineszente Protein Aequorin exprimieren oder zur Beladung einzelner Zellen 
mit fluoreszierenden organischen Ca
2+
-Sensoren wie z.B. Fura-2 und Fluo-3 (Stosiek et al., 
2003; Creton et al., 1997). Organische Ca
2+
-Indikatoren können entweder als “single 
wavelength“ Indikatoren, deren Fluoreszenzintensität aber nicht das Exzitations- und Emissi-
onsspektrum in einer Ca
2+
-abhängigen Weise variieren, oder als ratiometrische Indikatoren, 
deren Exzitations- oder Emissionsspektrum abhängig von der Ca
2+
-Konzentration ist, klassifi-
ziert werden. Da ratiometrische Ca
2+
-Sensoren weniger anfällig für Störungen durch Indika-
torleckagen oder eine ungleichmäßige Beladung der Zellen sind und entsprechend genauere 
und robustere Messungen erlauben, stellen sie die häufigste Form von organischen Ca
2+
-
Indikatoren dar (Russell, 2011). Derartige Ca
2+
-Indikatoren haben den Vorteil eines günstigen 
Signal-Rausch-Verhältnisses, einer schnellen Kinetik und der gezielten Injektion in einzelne 
Zellen. Limitiert ist ihre Anwendung hingegen bei der Darstellung von Ca
2+
-Signalen über 
einen längeren Zeitraum von mehreren Tagen (Grienberger und Konnerth, 2012). 
Ein Durchbruch in der Ca
2+
-Bildgebung gelang durch die Entdeckung von natürlichen Fluo-
reszenzproteinen und die Herstellung von chimären Ca
2+
-sensitiven Konstrukten, die ver-
schiedene spektrale Varianten dieser Fluoreszenzproteine nutzen. Gewebe- oder zellspezifi-
sche Promotersequenzen ermöglichten eine gezielte Expression dieser Konstrukte in einer 
bestimmten Zellpopulation und so die Beobachtung intrazellulärer Ca
2+
-Signale über einen 
Zeitraum von mehreren Monaten hinweg. Da diese Konstrukte aus Fluorophoren mit unter-





Konzentration durch den sogenannten Ca
2+
-induzierten Förster-Resonanzenergietransfer 
(FRET; auch bekannt als Fluoreszenzresonanzenergietransfer) quantitativ zu untersuchen 
(Miyawaki et al., 1997, Heim and Griesbeck, 2004). Bei diesen FRET-basierten Ca
2+
-
Indikatoren kommt es zu einem Energietransfer zwischen dem angeregten Donor- und einem 
Akzeptorfluorophor, wofür ein räumlicher Abstand zwischen den beiden von maximal 10 nm 
erforderlich ist (Grienberger und Konnerth, 2012). Am häufigsten werden Varianten des cyan 
fluoreszierenden Proteins (CFP) als Donor- und des gelb fluoreszierenden Proteins (YFP) als 
Akzeptorfluorophor verwendet, wobei diese über ein Ca
2+
-bindendes Protein wie z.B. 
Calmodulin oder Troponin C verbunden sind (Miyawaki et al., 1997; Heim und Griesbeck, 
2004). Die Bindung von Ca
2+
 an das Ca
2+
-bindende Protein des Sensors induziert eine 
Konformationsänderung des gesamten Moleküls, sodass sich der räumliche Abstand zwischen 
den beiden Fluorophoren verringert und der Energietransfer vom Donor- zum 
Akzeptorfluorophor erfolgen kann. Vereinfachend kann man also sagen, dass sofern die Ca
2+
-
bindende Domäne kein Ca
2+
 gebunden hat, das CFP-Signal stärker ist, während es nach Bin-
dung von Ca
2+
 zu einer Intensitätsabnahme des CFP-Signals und einer Zunahme des YFP-
Signals kommt (Abbildung 6). Diese Änderung im Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten 
zwischen den beiden Fluorophoren ist reversibel und kann genutzt werden, um dynamische 
Veränderungen von Ca
2+
-Konzentrationen quantitativ zu untersuchen und zu visualisieren.   
A) B)
 





-Indikatoren bestehen aus einem Donor- (meist ein CFP-Derivat) und einem 
Akzeptorfluorophor (meist ein YFP-Derivat), die durch ein Ca
2+
-bindendes Protein wie z.B. Calmodulin oder 
Troponin C verbunden sind. (A) stellt einen Zustand dar, in dem kein Ca
2+
  an das Molekül gebunden ist und 




kommt es zu einer 
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Konformationsänderung des gesamten Moleküls und es erfolgt ein Energietransfer vom Donor- zum 
Akzeptorfluorophor (B). Dies bewirkt eine Abnahme der Intensität des CFP-Signals und eine Zunahme des YFP-
Signals, sodass die Ratio der YFP:CFP-Fluoreszenzintensitäten als quantitativer Marker für die intrazelluläre 
Ca
2+
-Konzentration verwendet werden kann. Darstellung von Adrian Minh Schumacher adaptiert. 
 







indicators (GECI)) exprimieren, ist äußerst kompliziert und die 
Indikatorproteine waren oft deutlich weniger funktionell als in in-vitro Experimenten (Heim 
und Griesbeck, 2004; Hasan et al., 2004). Mittlerweile ist aber eine Vielzahl an transgenen 
Mäusen verfügbar, die verschiedene GECIs exprimieren und sich hinsichtlich der Ca
2+
-
bindenden Domänen und der verwendeten Fluorophore unterscheiden. Dadurch ergeben sich 
je nach Fragestellung verschiedene Möglichkeiten für die Ca
2+
-Bindungsaffinität und Kinetik 
des Sensors sowie für die Intensität und den dynamischen Bereich des Fluoreszenzsignals. 
Eine dieser transgenen Mauslinien exprimiert unter Kontrolle des neuronenspezifischen Pro-
moters Thy-1 einen als CerTN-L15 bezeichneten Ca
2+
-Sensor, der sich vom TN-L15-Sensor 
ableitet (Heim et al., 2007). Dieser Sensor nutzt Cerulean, ein CFP-Derivat, als Donor- und 
Citrine, ein YFP-Derivat, als Akzeptorfluorophor, die über Troponin C als Ca
2+
-bindende 
Domäne verbunden sind. Durch die Verwendung von Troponin C ist der Sensor weniger an-
fällig für Interaktionen mit endogenen Proteinen als Calmodulin-basierte Sensoren 
(Garaschuk et al., 2007). Durch die stabile Expression in neuronalen Strukturen im gesamten 
ZNS ermöglicht dieser Sensor die in-vivo-Bildgebung der Ca
2+
-Dynamik in Axonen und wur-
de für alle Experimente in der vorliegenden Arbeit verwendet.  
 
1.4) Detektion und Mechanismen der Bildung von Membranläsionen 
Die Zellmembran ist mehr als eine Lipiddoppelschicht mit darin verankerten Proteinen zur 
anatomischen Begrenzung von Zellen. Sie ist vielmehr von zentraler Bedeutung für die Zell-
teilung, die Zell-Zell-Kommunikation, die Migration von Zellen und die Aufrechterhaltung 
der Konzentrationsgradienten verschiedener Ionen (Yeagle, 1989; Sens und Plastino, 2015; 
Aureli et al., 2015). Die Variabilität in der genauen Zusammensetzung der Zellmembranen 
verschiedener Zellen ist bemerkenswert und der Umsatz von Membranlipiden und –proteinen 
ist ein wesentlicher Mechanismus der Modulation von Zellfunktionen (Quinn und Chapman, 
1980). Besonders im ZNS ist die Zellmembran von entscheidender Bedeutung für die Funkti-
on von Neuronen und Gliazellen und unterliegt entsprechend diversen streng regulierten Mo-
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difikationen z.B. bei der Bildung und Stabilisation der Myelinscheide, der Modulation von 
membranassoziierten Rezeptoren und Adhäsionsmolekülen sowie der Exozytose von synapti-
schen Vesikeln (Aureli et al., 2015; Shin, 2014). Angesichts der zentralen Rolle bei der Funk-
tion von Zellen und der Tatsache, dass die Zellmembran die erste Struktur einer Zelle ist, die 
toxischen oder traumatischen Stimuli ausgesetzt ist, ist es nicht überraschend, dass erworbene 
oder genetische Veränderungen in ihrer Struktur mit verschiedenen Erkrankungen wie z.B. M. 
Alzheimer, MS und der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung in Verbindung gebracht werden 
konnten (Ferretti und Bacchetti, 2011; Butterfield et al., 2010; Hubner und Kurth, 2014).  
Ein wichtiger Mechanismus bei der Schädigung von Zellmembranen ist die Oxidation von 
Membranlipiden durch ROS/RNS. Besonders die Oxidation gesättigter Fettsäuren verändert 
die Fluidität von Membranen und die dabei entstehenden Oxidationsprodukte führen entweder 
zur Entstehung weiterer noch toxischerer Radikale oder sie können ihrerseits als Radikale 
wirken und Membranen direkt schädigen (de la Haba et al., 2013; Haider et al., 2011). Mehre-
re Studien an EAE-Modellen sowie histopathologische Untersuchungen der Gehirne von MS-
Patienten konnten zeigen, dass ROS/RNS in entzündlichen Läsionen durch T-Zellen und 
Makrophagen bzw. Mikrogliazellen generiert werden und die Oxidation von Membranlipiden 
als Marker für eine akute Schädigung von Neuronen und Gliazellen aufgefasst werden kann 
(Haider et al., 2011; van Horssen et al., 2011; Newcombe et al., 1994). Auch eine möglicher-
weise durch oxidative Schädigung bedingte erhöhte Permeabilität der axonalen Membran in 
der EAE konnte gezeigt werden (Leung et al., 2017). Allerdings werden freie Radikale in ge-
ringeren Konzentrationen auch unter physiologischen Bedingungen gebildet und spielen eine 
wichtige Rolle bei der Zell-Zell-Kommunikation und der Immunabwehr (Valko et al., 2007). 
Um eine überschießende Produktion von ROS/RNS und die daraus resultierenden Folgen für 
die Zelle zu verhindern, existieren verschiedene antioxidative Enzymsysteme wie z.B. die 
Superoxiddismutase, die Glutathionperoxidase (GPx) oder die Katalase (Ferretti und 
Bacchetti, 2011). Mit Blick auf die Membranoxidation ist die GPx4, eine Isoform der 
Glutathionperoxidase, von besonderer Bedeutung, da sie als antioxidatives Enzym v.a. an der 
Zellmembran wirkt und Neurone vor der Oxidation von Membranlipiden und dem durch 
oxidativen Stress induzierten Zelltod schützt (Seiler et al., 2008). Da besonders bei entzündli-
chen Erkrankungen wie der EAE oder der MS vermehrt ROS/RNS gebildet werden, scheint 
es ein erfolgsversprechender Ansatz zu sein, Neurone und ihre Fortsätze durch die Behand-
lung mit Antioxidantien und ROS/RNS-Scavengern vor den Folgen der Lipidoxidation zu 
schützen. So gibt es bereits Studien, die einen protektiven Effekt einer Behandlung mit 
Tocopherol (Vitamin E), einem lipophilen Antioxidans (Blanchard et al., 2013), und 
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Scavengern von toxischen Lipidoxidationsprodukten wie z.B. Acrolein in EAE-Experimenten 
an Mäusen zeigen konnten (Leung et al., 2011). Jedoch muss einschränkend angemerkt wer-
den, dass in diesen Studien die Mäuse entweder mit intraperitonealen Injektionen oder bereits 
vor Krankheitsbeginn behandelt wurden. Es ist daher einerseits fraglich, ob die applizierten 
Wirkstoffe wirklich das ZNS erreicht haben und ob es sich andererseits tatsächlich um einen 
neuroprotektiven Effekt handelt oder ob die protektive Wirkung eher durch Immunmodulati-
on zustande gekommen ist, da ROS/RNS auch eine wesentliche immunregulatorische Rolle 
spielen (Valko et al., 2007). Insofern sind die wichtigen Fragen, ob und wie es in entzündli-
chen Läsionen zu einer oxidativen Schädigung der Zellmembran kommt und welche 
pathophysiologischen Konsequenzen sich daraus ergeben, nicht abschließend geklärt. Die 
Untersuchung dieser Fragestellungen war eine zentrale Zielsetzung dieser Arbeit.  
Abgesehen von oxidativer Schädigung wurden auch Perforin (Howe et al., 2007) und die Bil-
dung des „membrane attack complex“ (MAC) als Endstrecke der Aktivierung des Komple-
mentsystems als mögliche Mechanismen axonaler Schädigung im Rahmen der EAE postu-
liert. Perforin ist ein porenbildendes Protein, das von CD8
+
-T-Zellen und natürlichen Killer-
zellen (NK-Zellen) genutzt wird, um Granzyme (Serin-Proteasen, die in der Zielzelle die 
Apoptose auslösen) in virusinfizierte und maligne transformierte Zellen einzuschleusen 
(Thiery et al., 2011). Von besonderem Interesse für die Bildung von Poren der Plasmamemb-
ran ist die Rolle von NK-Zellen bei der Lyse von virusinfizierten Zellen. Da bereits 
sublytische Konzentrationen von Perforin die Aufnahme von Dextran-konjugierten Farbstof-
fen in HeLa-Zellen induzieren können, wird angenommen, dass Perforin durch die Bildung 
von kleinen Membranporen einen transienten Einstrom von  Ca
2+
 in die Zellen bewirkt und 
dadurch einen Membranreparaturmechanismus auslöst. Dieser Reparaturmechanismus be-
wirkt allerdings auch die Endozytose von Perforin und Granzymen in die Zelle, was letztend-
lich zur Initiation der Apoptose und der Freisetzung von Granzymen ins Zytoplasma führt 
(Thiery et al., 2011; Keefe et al., 2005). Die Bedeutung von Perforin bei der EAE ist hingegen 
deutlich schlechter untersucht und es gibt nur einige wenige Studien, die einen protektiven 
Effekt von Perforin-defizienten Mäusen zeigen, wobei dieser Effekt hauptsächlich auf einer 
Suppression von zytotoxischen T-Zellen beruht (Howe et al., 2007; Beeston et al., 2010).  
Das Komplementsystem bildet eine wichtige Verbindung zwischen dem angeborenen und 
erworbenen Immunsystem (Ricklin et al., 2010). Zusätzlich zu seiner Effektorfunktion bei der 
Elimination von invasiven Pathogenen durch die Bildung des MAC, die zur Bildung von Po-
ren in der Plasmamembran und zur Lyse der Zielzellen führt, wirken aktivierte Faktoren des 
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Komplementsystems auch als proinflammatorische Signale, opsonieren Pathogene für die 
Phagozytose, aktivieren das Gerinnungssystem und regulieren die Funktion von T-Zellen 
(Ricklin et al., 2010; Dunkelberger und Song, 2010; Markiewski et al., 2007). Es konnte ge-
zeigt werden, dass sowohl bei der MS als auch bei der EAE eine Aktivierung des Komple-
mentsystems erfolgt und dass diese durch die Bildung des MACs an der Schädigung von Oli-
godendrozyten und Myelinscheiden beteiligt ist (Nataf et al., 2000; Brink et al., 2005). Ent-
sprechend gibt es auch zahlreiche Studien, die einen milderen Verlauf der EAE bei Mäusen 
zeigen konnten, die für verschiedene Komponenten des Komplementsystems defizient sind 
(Nataf et al., 2000; Hu et al., 2012; Hu et al., 2013). Da das Komplementsystem aber auch bei 
der Modulation des Immunsystems von zentraler Bedeutung ist, ist es sehr schwierig einzu-
schätzen, ob der beobachtete Effekt auf einer neuroprotektiven Wirkung durch die Beeinflus-
sung der Bildung des MACs oder auf der immunmodulatorischen Funktion beruht. Außerdem 
scheint die Aktivierung des Komplementsystems kein universelles Phänomen in MS-Läsionen 
zu sein, sondern ist sowohl je nach Lokalisation der entzündlichen Läsion als auch zwischen 
einzelnen Patienten unterschiedlich stark ausgeprägt (Brink et al., 2005). Daher ist bis heute 
die Rolle von sowohl Perforin als auch des Komplementsystems bei der Pathogenese der MS 
bzw. der EAE bei weitem noch nicht vollkommen verstanden.  
Abgesehen von oxidativen Schädigungen im Rahmen der Entzündung, von Perforin und dem 
Komplementsystem, kann die Zellmembran auch traumatisch geschädigt werden. Um 
Membrandefekte visualisieren zu können, wurden Fluoreszenzfarbstoffe an kleine 
membranimpermeable Moleküle wie Dextrane und Aminosäurenderivate konjugiert und es 
konnte gezeigt werden, dass es bei einer traumatischen Störung der Integrität der Zellmemb-
ran zu einer Aufnahme dieser Farbstoffkonjugate in die Zellen kommt (Williams et al., 2014; 
Simon et al., 2009). Diese Fluoreszenzfarbstoffe werden schon lange für diverse Anwendun-
gen wie z.B. die Rekonstruktion von Neuronen und ihren Fortsätzen (Schofield et al., 2007), 
die Überprüfung der Integrität von Membranen wie der Blut-Hirn-Schranke (Schwabe et al., 
2005) und zur Untersuchung von Zell-Zell-Kontakten verwendet (Heyman und Burt, 2008). 
Sie sind in einer großen Vielzahl an Molekülgrößen, chemischen Eigenschaften und gekop-
pelt an unterschiedliche Fluorophore verfügbar. Jedoch wurden bislang noch keine Studien 
veröffentlicht, die solche Fluoreszenzfarbstoffe in Bezug zur EAE oder anderen Modellen von 
entzündlichen ZNS-Erkrankungen verwenden. Somit stellt die Verwendung dieser Fluores-
zenzfarbstoffe zur Beurteilung der Integrität der axonalen Zellmembran einen methodisch 




Die irreversible Schädigung von Axonen ist eine der Hauptursachen für die dauerhafte Behin-
derung von MS-Patienten (Ontaneda et al., 2017). Trotz intensiver Forschungsbemühungen 
konnten aber die zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse dieser axonalen Degene-
ration bislang noch nicht vollkommen aufgeklärt werden. Von zentraler Bedeutung scheint 
allerdings eine Störung der axonalen Ca
2+
-Homöostase zu sein, wobei das Ausmaß der axona-
len Ca
2+
-Regulationsstörung, deren Ursachen und die daraus resultierenden Folgen bisher nur 
unzureichend verstanden sind. Nachdem in Vorarbeiten in unserem Labor das Ausmaß der 
axonalen Ca
2+
-Regulationsstörung mittels FRET-basierter 2-Photonen-Ca
2+
-Mikroskopie 
quantifiziert und gezeigt werden konnte, dass diese ein wichtiger Prädiktor für das weitere 
Schicksal von Axonen in entzündlichen Läsionen ist, stellte ich mir in der hier vorliegenden 
Arbeit die folgenden Fragen: 




- Können Läsionen der axonalen Zellmembran ursächlich für die Veränderungen 
der intraaxonalen Ca
2+
-Konzentration sein und wie lassen sich diese experi-
mentell im EAE-Modell nachweisen? 
- Falls sich derartige Membranläsionen nachweisen lassen, welche Subpopulati-
on von Axonen mit Blick auf Axondurchmesser und Myelinisierungsstatus ist 
dann besonders anfällig?  
- Ist es möglich, die Entstehung und Reparatur von etwaigen Membranläsionen 
im zeitlichen Verlauf zu beobachten? 
- Lassen sich Schäden der Axonmembran auch in der in-vivo-Mikroskopie 




- Falls sich Membranläsionen nachweisen lassen, welche pathophysiologischen 
Prozesse sind hierfür ursächlich und gibt es ggf. Möglichkeiten diese therapeu-
tisch zu beeinflussen? 
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3.) Material und Methoden 
3.1) Übersicht über die verwendeten Materialien 
3.1.1) Reagenzien 
Immunisation  
Inkomplettes Freund’sches Adjuvans 
(IFA) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
Mycobacterium tuberculosis H37 RA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein 
(MOG) 
 
Rekombinant hergestellt im Labor von 
Doron Merkler (Universität Göttingen, 
University of Geneva) und im Labor von 
Martin Kerschensteiner (Ludwig-
Maximilians-Universität München) 
Inaktiviertes Pertussistoxin (Ptx) von 
Bordetella pertussis 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
 
Gewebeprozessierung und Immunhistochemie 
Alexa Fluor® 647 Goat anti-rabbit sec-
ondary antibody  
Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Gibco Goat Serum Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland 
NeuroTrace® 435/455 Blue Fluorescent 
Nissl Stain 
Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland 
NeuroTrace® 640/660 Deep-Red Fluores-
cent Nissl Stain 
Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Paraformaldehyde (PFA) 8% PFA (Sigma-Aldrich) in dH2O, er-
wärmt auf bis zu 55°C und umrühren für 
weitere  10 min, Zugabe von NaOH zur 
Einstellung des pH-Wertes auf  7,2-7,8; 
Filtration und Mischung mit  0,2 M Phos-
phatpuffer (PB) im Verhältnis 1:1 
Phosphatpuffer (PB) 0,2 M 27,598 g NaH2PO4 ∙ H2O 
35,598 g Na2HPO4 ∙ 2H2O 
Zugabe von 1l dH2O 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
(PBS), 10x 
103,23 mg Na2HPO4 ∙ H2O 
26,52 g Na2HPO4 ∙ 2H2O 
40 g NaCl 
Zugabe von 1l dH2O 
Polyclonal Rabbit Anti-Human Myelin 
Basic Protein antibody 
Dako/Agilent Technologies, Santa Clara, 
California, USA 
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Saccharose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
Tissue Tek optimal cutting temperature 
(O.C.T.) 
Skura Finetek Europe B.V., Alphen aan 
den Rijn, Niederlande 
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
Vectashield Mounting Medium, Fluores-
cence H-1000 
Vector Labs, Burlingame, CA 94010, USA   
 
In-vivo-Mikroskopie Experimente 
Agarose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
Alexa Fluor® 594 cadaverine Life Technologies, Eugene, Oregon, USA 
Alexa Fluor® 647 cadaverine disodium 
salt 
Life Technologies, Eugene, Oregon, USA 
Bepanthen Augen und Nasensalbe 5g  Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Germany 
Cutasept F Lösung 250 ml (Desinfektions-
spray) 
Bode Chemie GmbH & Co., Hamburg, 
Deutschland 
Dextran, Fluorescein, 3000 MW, Anionic, 
Lysine Fixable 
Invitrogen Molecular Probes, Eugene, 
Oregon, USA 
Dextran, Texas Red®, 3000 MW, Lysine 
Fixable 
Invitrogen Molecular Probes, Eugene, 
Oregon, USA 
Dextran, Texas Red®, 10000 MW, Lysine 
Fixable 
Invitrogen Molecular Probes, Eugene, 
Oregon, USA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
Ethanol 70% CLN GmbH, 85416 Niederhummel, 
Deutschland 
EUK 134 (Katalase und 
Superoxiddismutase Analogon) 
Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland 
Fentanyl  B. Braun 0.1mg B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland 
FeTPPS (5,10,15,20 (4 Tetrakis(4-
sulfonatophenyl)porphyrinato Eisen (III) 
Chlorid (Peroxynitrat-Scavenger) 
EMD Millipore Corp., Billerica, Massa-
chusetts, USA 
Forene® (Isofluran) Abbott AG, Baar, Schweiz 
50%ige Wasserstoffperoxidlösung (H2O2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
Ketaminhydrochloride 10%  Bremer Pharma GmbH, Warburg, Deutsch-
land 
Domitor® (Medetomidin) 1mg/ml Orion Pharma Corporation, Espoo, 
Finnland 
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
Ringerlösung Fresenius KabiPac  Fresenius KaBI Deutschland, Bad Hom-
burg, Deutschland 
Steriler künstlicher Maus Liquor 
cerebrospinalis (aCSF) 
Lösung A:  
8,66 g NaCl (Merck) 
0,224 g KCl (Merck) 
0,206 g CaCl2 ∙ 2H2O (Sigma-Aldrich) 
0,163 g MgCl2 ∙ 6 H2O (Sigma-Aldrich) 
Zugabe von 500ml dH2O 
 
Lösung B: 
0,142 g Na2HPO4 ∙ 2H2O (Merck) 
0,027 g NaH2PO4 ∙ H2O (Merck) 
Zugabe von 500ml dH2O  
 
Mischung von Lösung A und B im Ver-
hältnis 1:1  
Synthetisches (±)-α-Tocopherol,  ≥ 96% 
(HPLC) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 
Taufkirchen, Deutschland 
Xylariem 20 mg (Xylazin) Riemser Arzneimittel AG, Greifswald – 
Insel Riems, Deutschland 
 
3.1.2) Werkzeuge und Materialien 
Operationswerkzeuge und Materialien 
BD Hypodermic Needles Microlance 3 23 
Gauge (0,6 mm, blau) für sukutane Injek-
tion der Immunisationsemulsion  
Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, New Jersey, USA 
BD Hypodermic Needles Microlance 3 30 
Gauge (0,3 mm, gelb) für subkutane Injek-
tion von Ringer-Lösung sowie für i.p.-
Gabe von Ptx, Anästhetika und der 
Tocopherol-Therapie 
Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, New Jersey, USA 
BD Plastipak Hypodermic luer slip syrin-
ge 1 ml (Spritze für Injektionen von 
Ketamin/Xylazin, MMF und Ptx) 
Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, New Jersey, USA 
Cast Alnico Magnete Eclipse Magnetics Ltd., Sheffield, UK 
Discofix® 3SC B.Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland 
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Dumont Mini Pinzetten – Inox Style 3  Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
Dumont Mini Pinzetten – Inox Style 5  Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
Ethicon Ethilon monofil 6-0, 667H (Faden 
für Hautnähte) 
Johnson & Johnson Medical GmbH, Nor-
derstedt, Deutschland 
Feather stainless steel blade (Skalpell) Pfm medical AG, Köln, Deutschland 
Metallplatte Eigene Spezialanfertigung 
Noyes Spring Scissors (große Federsche-
re) 
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
P-30 Vertikales Mikropipettenziehgerät  Sutter Instrument, Novato, California, 
USA 
Gummibänder  
Safety-Multifly-Set 21Gx3/4” TW (0,8 x 
19 mm) 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutsch-
land 
Spongostan special (absorbierender 
hämostatischer Gelatineschwamm) 
Ethicon Inc., Somerville, New Jersey, 
USA 
Sugi (Absorbierende Zellulosetupfer) Kettenbach GmbH & Co. KG, Eschen-
burg, Deutschland 
Vannas-Tübingen Spring Scissors (spitz-
winklige Federschere) 
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
Wella contura W 7807 (Rasierer) Wella, Darmstadt, Deutschland 
6 Inch Borosil GL W/FIL 1.0mm (Glaska-
pillaren für Farbstoffinjektionen) 
World Precision Instruments Inc., Sara-
sota, Florida, USA 
Osmotische Minipumpe (Modell 1007B)  Alzet, Cupertino, Kalifornien, USA 
Intrathekaler Katheter (Modell 7743) Alzet, Cupertino, Kalifornien, USA 
 
Werkzeuge und Materialien für Histologie: 
Deckgläser (24x60 mm) für Mikroskopie Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk 
GmbH & Co. KG, Braunschweig, 
Deutschland 
Objektträger (26x76 mm) für Mikroskopie Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk 
GmbH & Co. KG, Braunschweig, 
Deutschland 
Papierfilter (kreisförmig mit 185 mm 
Durchmesser) 
Whatman Schleicher & Schuell GmbH, 
Dassel, Deutschland 
Parafilm Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 
Deutschland 
Pipetten, Pipettenspitzen und 
Eppendorfgefäße (2 ml und 1,5 ml) 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Tissue Tek Crymold Biopsy, 10x10x5 mm 
(Form für Gewebeeinbettung) 
Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan 
den Rijn, Niederlande 
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Tissue Tek Cryomold Standard, 25x20x5 
mm (Form für Gewebeeinbettung) 
Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan 
den Rijn, Niederlande 
12-Well Mikrotiterplatte  Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, New Jersey, USA 
15ml und 50 ml 
Plastikzentrifugenröhrchen (Falcon tubes) 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
 
3.1.3) Technische Geräte 
Operationen  
FST 250 Hot Bead Sterilizer (Sterilisator 
für OP-Instrumente) 
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
Ismatec IP high precision multichannel 
pump (Pumpe für H2O2 Superfusion) 
ISMATEC SA, Labortechnik – Analytik, 
Glattbrugg, Schweiz 
Olympus KL 1500 LCD (Lichtquelle für 
Stereooperationsmikroskope) 
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
Olympus Stereo Microscope SZ51 (Ste-
reomikroskop für Operationen) 
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
STS-A Compact Spinal Cord Clamps 
(Klemmen für Rückenmark) 
Narishige International Ltd., London, UK 
T/Pump (Wärmekissen) Gaymar Industries, Orchard Park, New 
York, USA 
100 W Infrarotlampe  Beurer GmbH, Ulm, Deutschland 
 
Histologie 
Ismatec IP high precision multichannel 
pump (Pumpe für Perfusionen) 
ISMATEC SA, Labortechnik – Analytik, 
Glattbrugg, Schweiz 
KERN EW 150-3M (Waage) Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern, Deutschland 
Labor pH-Meter inoLAB WTW Wissenschaftlich-Technische 
Werkstätten, Weilheim, Deutschland 
Leica CM1850 Kryostat Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 
Deutschland 
Magnetische, beheizbare Rührplatte MR 
3001K und Rührfische 
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach, Deutschland 
Olympus IX71 inverses Fluoreszenzmik-
roskop (initiale Untersuchung 
immunhistochemischer Färbungen)  
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
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Mikroskopie 
FV 1000 Konfokalsystem montiert auf 
einem vertikalen BX61 Mikroskop und 
ausgerüstet mit x10/0.3 trocken, x20/0.85 
Öl- und x60/1.42 Ölimmersionsobjektiven 
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 




380FM-U shifting table und Bridge 
500/InVivo 
Luigs & Neumann Feinmechanik & Elekt-
rotechnik GmbH, Ratingen, Deutschland  
Olympus FV1200 MPE 
Multiphotonmikroskop ausgestattet mit 
x25/1.05 Wasserimmersionsobjektiv  
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
 
Datenauswertung und Software 
Adobe Illustrator CS6 Adobe Systems Inc., San Jose, 
Kalifornien, USA 
Graphpad Prism 5 GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien, 
USA 
ImageJ/Fiji Frei zugänglich unter: 
http://fiji.sc/Downloads 
Microscoft Office (Powerpoint, Excel, 
Word) 2007  




Alle in situ und in vivo Experimente zur Mikroskopie axonaler Ca
2+
-Signale und zur axonalen 
Farbstoffaufnahme wurden in transgenen Mäusen der Linie Thy1-CerTN-L15 durchgeführt, 
die freundlicherweise von Oliver Griesbeck (Max-Planck-Institut für Neurobiologie, Martins-
ried) zur Verfügung gestellt wurden. Diese Mauslinie basiert auf einem FVB:C57BL/6 gene-
tischen Hintergrund und exprimiert unter der Kontrolle des neuronenspezifischen Promoters 
Thy1 das CFP-Derivat Cerulean als Donor- und Citrine, ein YFP-Derivat, als 
Akzeptorfluorophor, die durch Fragmente des Ca
2+
-bindenden Proteins Troponin C miteinan-






kommt es zu 
einer Konformationsänderung dieses Konstruktes und es erfolgt entsprechend des FRET-
Mechanismus ein Energietransfer vom Donor- zum Akzeptorfluorophor. Dies bewirkt eine 
Abnahme der Intensität des CFP-Signals und eine Zunahme des YFP-Signals im Verhältnis 
zum nicht-Ca
2+
-gebundenen Zustand, sodass die Ratio der YFP:CFP-Fluoreszenzintensitäten 
als quantitativer Marker für die intrazelluläre Ca
2+
-Konzentration verwendet werden kann. 
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Für Experimente bei denen mehrere Farbstoffe injiziert wurden, wurden Thy1-CFP-5-Mäuse 
verwendet. Alle Versuchstiere wurden in der Tierhaltung des Instituts für klinische Neuroim-
munologie unter standardisierten Bedingungen mit einem 12h Tag-/12h Nacht-Rhythmus ge-
halten und aufgezogen. Dabei hatten die Tiere Zugang zu autoklaviertem Futter (Standardfut-
ter “Maus” von Ssniff, Soest, Deutschland) und Wasser ad libitum. Die Tiere wurden in Käfi-
gen des Eurostandard Typs II 365x207x140mm (Techniplast, Hohenpreißenberg, Deutsch-
land) mit maximal 5 Tieren pro Käfig gehalten, die Teil eines einzelbelüfteten IVC-
Käfigsystem waren. Bis zu 21 Tage nach der Geburt wurden die Tiere im Zuchtraum gemein-
sam mit dem Muttertier gehalten, bevor eine Entwöhnung und die Aufteilung nach Geschlecht 
erfolgten. Alle Tierexperimente erfolgten nach den gültigen rechtlichen Vorgaben und wurden 
von der Tierversuchskommission der Regierung von Oberbayern genehmigt. 
 
3.3) Methoden  
3.3.1) Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) 
Zur Induktion der EAE wurde ein gut etabliertes Versuchsprotokoll verwendet, das zur Erhö-
hung der Erfolgsrate der Immunisationen geringfügig abgewandelt wurde (Abdul-Majid et al., 
2000). Alle für Experimente verwendeten Mäuse waren 6-12 Wochen alt und hatten ein Ge-
wicht von 20-30 g. Die Mäuse wurden durch intraperitoneale (i.p.) Injektionen von Ketamin 
(87 µg/g Körpergewicht) und Xylazin (13µg/g Körpergewicht) anästhesiert, bevor sie 250µl 
einer Immunisationsemulsion bestehend aus einer 1:1-Mischung aus 350-400 µg gereinigtem, 
rekombinant hergestelltem Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG1-125, hergestellt in 
E.coli) in Natriumacetatpuffer (pH 3,0) und komplettem Freund’schen Adjuvans, das 625 µg 
Mycobacterium tuberculosis H37 Ra enthält, erhielten. Diese Immunisationsemulsion wurde 
als drei subkutane Injektionen verabreicht, wobei je 100 µl in jede Flanke und 50 µl an der 
Schwanzbasis injiziert wurden. Um die Erfolgsrate der EAE-Induktion zu erhöhen, erfolgten 
am Tag der Immunisation sowie 2 Tage später jeweils i.p.-Injektionen von 400 ng 
Pertussistoxin in 100 µl sterilem PBS. Die Injektion der Immunisationsemulsion und der zeit-
liche Ablauf bis zur Verwendung der Tiere für Experimente sind in Abbildung 7 dargestellt. 
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A)
B) Tag 0: Immunisation mit 1:1 Mischung aus
350-400 µg MOG und komplettem
Freund'schen Adjuvans + 400 ng PTX i.p.
Tag 10-14: Beginn klinischer Symptome
(Gewichtsverlust, neurologische Ausfälle)
Tag 2: 2.Gabe von 400 ng PTX i.p. 2-3 Tage nach Krankheitsbeginn:
Tiere für Experiment verwendet
 
Abbildung 7: Aktive EAE-Induktion in CerTN-L15-Mäusen: 
(A) 6-12 Wochen alte CerTN-L15-Mäuse wurden mit 250µl einer Immunisationsemulsion bestehend aus einer 
1:1-Mischung aus 350-400 µg MOG1-125 und komplettem Freund’schen Adjuvans immunisiert. (B) stellt den 
zeitlichen Ablauf von der Immunisation bis zur Verwendung der Tiere für Experimente dar. 
 
Nach der Immunisation wurde täglich das Körpergewicht der Tiere erfasst und die Mäuse 
wurden auf klinische Symptome der EAE untersucht. Die klinischen Symptome wurden an-
hand des in Tabelle 2 dargestellten und gut etablierten Scoring-Systems erhoben (Sorbara et 
al., 2014). Der Beginn der EAE wurde definiert als ein Gewichtsverlust von >10% ausgehend 
vom Gewicht vor der Immunisation und dem Auftreten erster klinischer Symptome. 2-3 Tage 
nach Auftreten klinischen Symptome kann man vom Höhepunkt der akuten EAE ausgehen 
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Score Klinische Symptome 
0 Keine Krankheitszeichen 
0,5 Partielle Schwanzschwäche 
1 Komplette Lähmung des Schwanzes 
1,5 Geringe Schwäche der Hinterläufe, Gangunsicherheit 
2 Parese der Hinterläufe 
2,5 Parese der Hinterläufe mit teilweisem Nachziehen der Füße 
3 Komplette Lähmung der Hinterläufe 
3,5 Komplette Lähmung der Hinterläufe mit Parese der Vorderläufe 
4 Komplette Lähmung der Hinter- und Vorderläufe 
5 Moribund 
Tabelle 2: Klinisches Scoring-System der EAE 
 
3.3.2) Operative Prozeduren 
Die Mäuse wurden durch i.p.-Injektionen von entweder Ketamin (87 µg/g Körpergewicht 
(KG)) und Xylazin (13µg/g KG) oder MMF (Fentanyl (0.05mg/kg KG), Midazolam 
(5.0mg/kg KG) und Medetomidin (0.5mg/kg KG)) anästhesiert und für 15-20 min auf ein 
Wärmekissen gelegt, um den Wirkungseintritt der Anästhetika abzuwarten. Bevor die Opera-
tionen begonnen wurden, wurden Abwehrreflexe (Pfoten-, Zehen- und Ohrkneifen) getestet, 
um eine ausreichende Anästhesietiefe zu gewährleisten. Das Fell über dem 
Laminektomiebereich wurde mit einem elektrischen Rasierer entfernt und die Haut mit 70% 
Ethanol gereinigt und desinfiziert. Die Tiere wurden dann in Bauchlage auf einer Metallplatte 
gelagert, wobei die Extremitäten durch Gummibänder in eine abduzierte Position gebracht 
wurden, um einen besseren Zugang zum Operationsbereich zu erreichen. Ein medianer Haut-
schnitt von den oberen thorakalen Wirbelkörpern bis zum Beckenring wurde mit einem Skal-
pell durchgeführt und das subkutane Gewebe mit der kleinen Federschere entfernt. Um einen 
größeren Zugang zum Operationsgebiet zu ermöglichen wurde die Haut mit auf Magneten 
befestigten Operationshacken aufgespannt. Bei Mäusen befindet sich die Crista iliaca auf 
Höhe des Zwischenwirbelraums zwischen den Wirbelkörpern LWK 5 und 6 (Rao et al., 2007) 
und wurde als anatomische Orientierungsmarke zum Auffinden des LWK 3 genutzt. Der Zwi-
schenwirbelraum zwischen LWK 2 und 3 wurde durch einen kleinen Hautschnitt markiert. 
Die paravertebrale Muskulatur wurde sorgfältig mit der kleinen Federschere durchtrennt und 
jede eventuell auftretende Blutung wurde mit sterilen Zellulosetupfern gestillt. Der Processus 
spinosus von LWK 3 wurde mit der Pinzette angehoben, was zu einem Ausgleich der natürli-
chen Lendenlordose und einer Erweiterung des Raums zwischen LWK 2 und 3 führte und so 
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die vorsichtige Entfernung des das Rückenmark überlagernden Gewebes in diesem Bereich 
mit der großen Federschere ermöglichte. Nachdem das Rückenmark sichtbar wurde, erfolgte 
eine Laminektomie der beiden kranial angrenzenden Wirbelkörper, wozu eine 14 mm gewin-
kelte Federschere verwendet wurde. Blutungen, die während der Operation auftraten, wurden 
durch sterile Zellulosetupfer gestillt und entfernt. Der Laminektomiebereich wurde mit in 
künstlichem Liquor cerebrospinalis (aCSF) getränktem Spongostan™ abgedeckt, um eine 
Austrocknung des Gewebes zu verhindern.   
 
3.3.3) Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen  
Eines der wesentlichen Ziele meines Projektes war die Beantwortung der Frage, ob es im 
Rahmen der akuten EAE zu einer Schädigung der Plasmamembran von Axonen kommt und 
ob diese eine mögliche Erklärung für die beobachteten Störungen der axonalen Ca
2+
-
Regulation sein könnten. Dazu entwickelte ich eine neue Methode der Injektion von Fluores-
zenzfarbstoffen in den Subarachnoidalraum des lumbalen Rückenmarks von Mäusen. Es wur-
den 2,5% Lösungen der folgenden Fluoreszenzfarbstoffe in aCSF hergestellt: Dextran Texas 
Red® 3000 MW, Dextran Texas Red® 10000 MW, Dextran Fluorescein (FITC) 3000 MW. 
Alexa Fluor® 647 Cadaverine und Alexa Fluor® 594 Cadaverine wurden als 5 mM-Lösung 
in aCSF verwendet. Glaskapillaren wurden mit einem speziellen Pipettenziehgerät fein gezo-
gen und mit 2µl Fluoreszenzfarbstoff gefüllt, der dann in den Subarachnoidalraum im lumba-
len Rückenmarksbereich der Versuchstiere streng einseitig injiziert wurde. Trotz aller Bemü-
hungen traumatische Schädigungen durch die Farbstoffinjektion so gering wie möglich zu 
halten, sind diese nicht sicher auszuschließen, sodass vorsichtshalber nur die zur Injektions-
seite kontralaterale Hälfte des Rückenmarks für die Auswertung verwendet wurde, um die 
Möglichkeit einer traumatisch induzierten Farbstoffaufnahme auszuschließen. Der 
Laminektomiebereich wurde chirurgisch verschlossen und die Mäuse für die anschließende 
Farbstoffinkubationszeit von 2 Stunden auf einem Wärmekissen gelagert. Nach 2 Stunden 
Farbstoffinkubation wurden die Tiere mit Isofluran tödlich anästhesiert und mit 4% PFA 
transkardial perfundiert, um das Gewebe für die spätere Auswertung zu fixieren. Alternativ 
wurden die Tiere nach ebenfalls 2 Stunden Farbstoffinkubation für in-vivo 2-Photonen-
Mikroskopieexperimente verwendet. Intraoperative Bilder zur Illustration des chirurgischen 
Vorgehens und der Farbstoffinjektion sind in Abbildung 8 dargestellt. 
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A) B)
C) D)
Abbildung 8: Intraoperative Bilder der Laminektomie und intrathekalen Injektion von Dextran 
Texas Red® 3000  
(A) Blick auf die Wirbelsäule nach chirurgischer Präparation der paravertebralen Muskulatur. (B) zeigt das frei-
gelegte Rückenmark nach Laminektomie vor bzw. 5 Minuten nach Farbstoffinjektion (D; Farbstoffinjektion 
oberhalb der Zentralvene) bei Blick durch das OP-Mikroskop. (C) Schematische Darstellung der Farbstoffinjek-
tion und Verteilung des Farbstoffs entlang des Rückenmarks  ((C) adaptiert von Maarten Witte) 
 
Für die Untersuchung der Dynamik der Entstehung bzw. der Reparatur der Membranläsionen 
wurden zu Beginn des Experiments 2 µl Dextran Texas Red® 3000 in den Subarachnoidal-
raum von CFP-5-Mäusen am klinischen Höhepunkt der akuten EAE injiziert und 4 Stunden 
später erfolgte eine weitere Injektion von 2 µl Dextran FITC 3000, bevor die Mäuse nach ei-
ner nochmaligen Farbstoffinkubationszeit von 1 Stunde tödlich anästhesiert und mit 4% PFA 
fixiert wurden. Während der Farbstoffinkubationszeit wurde ein Austrocknen des Rücken-
marks durch kontinuierliche Bedeckung mit aCSF verhindert und die Körpertemperatur der 
Tiere durch eine Infrarotlampe aufrechterhalten. 
 
3.3.4) In-vivo 2-Photonen-Mikroskopie des Rückenmarks 
Der grundsätzliche experimentelle Aufbau ist bereits beschrieben worden (Misgeld et al., 
2007b) und wurde für die hier vorliegende Arbeit entsprechend angepasst. Im Anschluss an 
die Laminektomie bzw. nach 2 Stunden Farbstoffinkubation wurde die Wirbelsäule der Maus 
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durch Klemmen an den kaudal und kranial angrenzenden Wirbelkörpern sowie dem 
Schwanzansatz mit einer spezifisch angefertigten Aufspannvorrichtung stabilisiert. Bei allen 
Experimenten blieb die Dura mater intakt, um ein Auswaschen des Fluoreszenzfarbstoffes aus 
dem Gewebe zu verhindern. Da für die Mikroskopie ein Wasserimmersionsobjektiv verwen-
det wurde und ein Austrocknen des Gewebes während des Experiments unbedingt zu vermei-
den ist, wurde eine Wanne aus 2,5% Agarose in aCSF um die Klemmen herum errichtet. Die-
se wurde mit aCSF gefüllt und nahm das Objektiv auf. Die Mäuse wurden auf die 
Mikroskopieplattform transferiert und während der gesamten Experimentdauer – mit Aus-
nahme der eigentlichen Mikroskopieaufnahmen - wurde die Körpertemperatur der Tiere durch 
Bestrahlung mit einer Infrarotwärmelampe aufrechterhalten.  
Ein Olympus FV1200 MPE Multiphotonmikroskop wurde für alle in-vivo 2-Photonen-
Mikroskopieexperimente verwendet. Dieses war mit einem Titanium:Sapphire Laser (New-
port/Spectraphysics) ausgerüstet, dessen Wellenlänge in einem Bereich von 690 nm bis 1040 
nm frei wählbar ist und der im Bereich dieses Spektrums Laserimpulse kürzer als 100 fs und 
mit einer Energie von >2,5 W generieren kann. Ein akustisch-optischer Modulator wurde 
verwendet, um einerseits eine konstante Frequenz der Laserimpulse zu erreichen und um an-
dererseits die benötigte Laserstärke und die daraus resultierende Fototoxizität für das Gewebe 
soweit wie möglich zu reduzieren. Der Laserstrahl wurde durch einen Strahlaufteiler nach 
Kepler an die Größe der hinteren Apertur der Objektivlinse angepasst. Für alle Experimente 
mit CerTN-L15 Mäusen wurde der Laser auf eine Wellenlänge von 840 nm eingestellt, um 
eine simultane Anregung von Citrine, Cerulean und dem injizierten Farbstoff zu erreichen. 
Unter der Verwendung von spezifischen wellenlängenabhängigen Emissionsfiltern für 
Cerulean (455-490 nm), Citrine (526-557 nm) und den injizierten Farbstoff (660-740 nm) 
wurden die emittierten Fluoreszenzsignale gesammelt, bevor sie anschließend entweder durch 
ein „photo multiplier tube“ (PMT; verwendet zur Detektion des Farbstoffsignals) oder durch 
einen Galliumarsenidphosphid-Detektor (GaAsP; verwendet für Citrine- und Cerulean-
Signale) detektiert wurden.  Hochaufgelöste (1024 x 1024 Pixel) dreidimensionale Bildstapel 
mit einer Schichtdicke von 1µm in der Z-Ebene wurden von der Oberfläche des Rückenmarks 
bis zur grauen Substanz mit einem, in aCSF eingetauchten 25x/1.05 Wasserimmersionsobjek-
tiv (Olympus) aufgenommen. Hierbei betrug die Pixelgröße ca. 250 nm. Die Stärke des La-
sers wurde für die Mikroskopie so gering wie möglich gehalten, um einerseits fototoxische 
Effekte sowie andererseits „Bleed-through“-Artefakte zwischen den verschiedenen Detektor-
kanälen zu minimieren. Während des Experiments wurden alle 30 Minuten die Abwehrreflexe 
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des Versuchstieres getestet, um eine adäquate Anästhesietiefe zu gewährleisten. Falls erfor-
derlich wurde eine entsprechende Dosis an Ketamin-Xylazin oder MMF verabreicht.  
Um die Effekte von H2O2 auf Axone und deren Ca
2+
-Signal sowie eine mögliche Farbstoff-
aufnahme zu untersuchen, wurde das Rückenmark mit einer 100 mM  H2O2-Lösung und einer 
Flussrate von 1 ml/min über eine Mehrkanalpumpe superfundiert. Nach 90 Minuten H2O2-
Applikation wurden 0,5 µl Alexa Fluor® 594 Cadaverine intrathekal injiziert. Nach weiteren 
30 Minuten Inkubationszeit wurden in-vivo 2-Photonen-Mikroskopiebilder aufgenommen. 
 
3.3.5) Behandlung mit Tocopherol 
α-Tocopherol, eine Form von Vitamin E, ist im Körper als lipophiles Antioxidans unverzicht-
bar. Um potentielle Effekte von Tocopherol auf die axonale Farbstoffaufnahme zu untersu-
chen, wurden die Mäuse gemäß dem oben beschriebenen Protokoll mit MOG-Emulsion im-
munisiert und erhielten einmal täglich i.p.-Injektionen von entweder 10 IE/kg α-Tocopherol 
(entspricht 9 mg DL-all-rac-α-Tocopherol/kg) oder Vehikellösung (3% DMSO in 0,9% NaCl-
Lösung). Die Injektionen begannen ab dem Tag des Gewichtsverlustes und wurden fortgesetzt 
bis die Tiere 2-3 Tage nach dem Beginn klinischer Symptome für Experimente verwendet 
wurden. Dabei wurden eine Laminektomie entsprechend des oben beschriebenen Vorgehens 
durchgeführt und 2µl Dextran 3000 Texas Red® in den Subarachnoidalraum injiziert. Nach 2 
Stunden Farbstoffinkubation wurden die Tiere tödlich anästhesiert und mit 4% PFA transkar-
dial perfundiert, um das Gewebe für spätere Auswertungen zu konservieren. 
 
3.3.6) Therapie mit ROS- und RNS-Scavengern 
In unserem Labor ist bereits zuvor eine Mischung verschiedener molekularer Scavenger und 
ROS/RNS-abbauender Enzyme etabliert worden (Nikic et al., 2011), die im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit von mir ebenfalls angewandt wurde, um zu untersuchen, ob die beobachte-
ten axonalen Ca
2+
-Veränderungen und die Farbstoffaufnahme durch ROS/RNS bedingt sein 
könnten. Diese bestand aus EUK 134, einem Analogon der Katalase und Superoxiddismutase, 
FeTPPS (5, 10, 15, 20 (4 Tetrakis(4-sulfonatophenyl)porphyrinato Eisen (III) Chlorid), einem 
Peroxynitrat-Scavenger, und PBN (N-tert-Butyl-α-phenylnitron), einem Superoxid- und 
Hydroxylradikal-Scavenger. Die genannten Wirkstoffe wurden in 3% DMSO in 0,9% NaCl-
Lösung gelöst und in den folgenden Dosierungen verwendet: EUK 134 15mg/kg KG, FeTPPS 
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20mg/kg KG und PBN 50mg/kg KG. Die EAE wurde in CerTN-L15 Mäusen entsprechend 
dem oben beschriebenen Protokoll induziert und ab dem Tag des Gewichtsverlustes erhielten 
die Tiere zweimal täglich i.p.-Injektionen von entweder der ROS/RNS-Scavenger-
Wirkstoffkombination oder Vehikellösung (3% DMSO in 0,9% NaCl). 2-3 Tage nach Beginn 
klinischer Symptome wurden die Tiere für in-vivo Ca
2+
-Mikroskopieexperimente verwendet.  
 
3.3.7) Weitere Gewebeprozessierung und Immunhistochemie 
Nach der in-vivo Mikroskopie und/oder Farbstoffinjektion wurden die Tiere tödlich mit 
Isofluran anästhesiert und mit 4% PFA transkardial perfundiert. Sofort nach der Perfusion 
wurde die Wirbelsäule aus dem toten Tier herausgetrennt und für 24-48 Stunden bei 4°C in 
4% PFA aufbewahrt, um eine ausreichende Fixierung des Gewebes sicherzustellen. Anschlie-
ßend wurde das gesamte Rückenmark unter einem Mikroskop aus der Wirbelsäule freipräpa-
riert und für mindestens 48 h zur Kryoprotektion in 30% Saccharoselösung bei 4°C gelagert. 
Vor dem Schneiden des Gewebes am Kryostat wurde das Gewebe in „Tissue Tek optimal 
cutting temperature“ (O.C.T.) eingebettet und bei -20°C gefroren.  
Für den immunhistochemischen Nachweis von Myelin Basic Protein (MBP) wurden 20 µm 
dicke Längsschnitte des lumbalen Rückenmarks am Kryostat angefertigt und dann auf eine 
12-Well Mikrotiterplatte mit PBS transferiert. Die immunhistochemische Färbung von MBP 
erfolgte nach folgendem Protokoll: Die Schnitte wurden dreimal für 10 Minuten bei Raum-
temperatur mit PBS gewaschen, bevor sie zur Antigendemaskierung für 20 Minuten in -20°C 
kalten Methanol verbracht wurden. Nachfolgend wurden die Gewebeschnitte erneut dreimal 
mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen, bevor unspezifische Antigenbindungsstellen für 1 
Stunde bei Raumtemperatur mit 10% goat serum in 0,5% Triton X-100-PBS geblockt wurden. 
Die Schnitte wurden dann bei 4°C über Nacht mit rabbit anti-human MBP-antibody (Dako) 
als Primärantikörper in einer 1:200 Verdünnung in 0,1% NaN3, 1% goat serum und 0,5% Tri-
ton X-100-PBS inkubiert. Am nächsten Morgen wurden nicht gebundene Reste des Primäran-
tikörpers mit  0,5% Triton X-100-PBS ausgewaschen (3 Waschschritte á 10 Minuten) und ein 
goat anti-rabbit Alexa Fluor® 647 antibody (Invitrogen) als Sekundärantikörper in einer Ver-
dünnung von 1:1000 in 1% goat serum und 0,5% Triton X-100-PBS über Nacht bei 4°C inku-
biert. Bei diesem Schritt erfolgte außerdem eine Gegenfärbung von Zellen mit Neurotrace® 
435/455, der in einer 1:1000 Verdünnung zum Sekundärantikörper hinzugegeben wurde. Be-
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vor die Schnitte mit Vectashield auf Objektträger aufgebracht werden konnten, wurden sie 
noch dreimal für jeweils 30 Minuten mit PBS gewaschen.  
Zur Analyse der axonalen Morphologie und Farbstoffaufnahme in PFA-fixiertem Gewebe, 
wurden 50 µm dicke Längsschnitte direkt nach dem Schneiden auf mit Gelatine beschichtete 
Objektträger aufgebracht und bei Raumtemperatur für mindestens 2 Stunden getrocknet. Nach 
dem Trocknen der Schnitte wurden diese dreimal mit PBS bei Raumtemperatur für jeweils 10 
Minuten gewaschen. Anschließend erfolgte die Zugabe von Neurotrace® 435/455 als Gegen-
färbung für Zellen in einer 1:1000 Verdünnung und die Inkubation bei 4°C über Nacht. Ab-
schließend wurden die Schnitte erneut dreimal mit PBS gewaschen und für mindestens 2 
Stunden bei Raumtemperatur getrocknet, bevor das Gewebe mit Vectashield fixiert wurde.  
 
3.3.8) Konfokalmikroskopie 
Nach der oben beschriebenen Fixierung und Färbung des Gewebes wurden mittels eines 
FV1000 Konfokalsystems, das auf einem senkrecht stehenden BX61 Mikroskop montiert ist 
(Olympus), Konfokalmikroskopiebilder aufgenommen. Die Neurotrace®-Färbung diente zur 
Identifikation von entzündlichen Läsionen und Bilder dieser Regionen wurden mit einem 
60x/1.42 Ölimmersionsobjektiv akquiriert. Als Zusatzkriterium wurden entzündliche Läsio-
nen auch anhand der auffälligen axonalen Morphologie identifiziert.  
 
Sofern Proben mit mehr als drei Fluorophoren mikroskopiert wurden, erfolgte die Aufnahme 
derselben Läsionsstelle zweimal mit Lasern verschiedener Wellenlängen, die jeweils so aus-
gewählt wurden, um „Bleed-through“-Artefakte zwischen den einzelnen Kanälen möglichst 
zu reduzieren. Außerdem wurden die einzelnen Laserlinien grundsätzlich sequentiell ange-
wählt, was ebenfalls zur Vermeidung von Artefakten diente. Um die Vergleichbarkeit der 
einzelnen Tiere im Rahmen eines Experiments zu gewährleisten, wurden für alle 
Mikroskopieaufnahmen innerhalb eines Versuchs identische Detektoreinstellungen verwen-
det, wobei die Stärke des Lasers an die variable Stärke des Farbstoffsignals angepasst wurde. 
Bildstapel mit hochaufgelösten 16 bit Bildern (1024 x 1024 Pixel) mit einer Pixelgröße von 
ca. 200 nm und einer Schichtdicke in der Z-Ebene von 1 µm wurden aufgenommen und mit 
der frei verfügbaren Fiji-Software weiterbearbeitet. Fiji ist eine Version der open-source Platt-
form ImageJ, die besonders für die Anwendung im Bereich der biomedizinischen Forschung 
modifiziert wurde (http://imagej.net/Fiji/Downloads; (Schindelin et al., 2012)). 
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3.3.9) Datenauswertung 
Konfokalmikroskopieaufnahmen von fixierten Gewebeproben wurden mit Fiji weiterbearbei-
tet. Der entzündliche Läsionsbereich wurde anhand der Infiltration durch Immunzellen defi-
niert, die durch die Neurotrace®-Färbung visualisiert wurden. Um die Intensität des Fluores-
zenzsignals innerhalb des Axons und in dessen unmittelbarer Umgebung in allen Detektorka-
nälen zu messen, wurden sogenannte “regions of interest“ (ROIs) anhand des YFP-Kanals 
definiert. Dieser Kanal stellt die axonale Morphologie am deutlichsten dar und entspricht dem 
Citrine Fluorophor der CerTN-L15-Mäuse. Abbildung 9 stellt exemplarisch diese ROIs und 
die Messung der Fluoreszenzintensität dar.  
A) B) C)
Abbildung 9: Definition der ROIs und Datenauswertung 
Definition einer ROI (gelbe und blaue Markierungen) innerhalb und in der unmittelbaren Umgebung eines 
Axons im Farbstoffkanal (A; hier Dextran Texas Red® 3000) und YFP-Kanal (B). (C) zeigt die Messung der 
Fluoreszenzintensität im Farbstoffkanal für ROI 1 (gelb) und 2 (blau), wobei der Wertebereich von 0 bis 4096 in 
arbiträren Einheiten reicht. Maßstab 5 µm 
 
Um ein objektives Kriterium für die Definition eines farbstoffpositiven Axons zu etablieren, 
wurde das Verhältnis der Fluoreszenzintensität innerhalb des Axons zu dessen unmittelbarer 
Umgebung in gesunden Kontrollen gemessen und der Quotient daraus berechnet. Für jeden 
der verwendeten Farbstoffe wurde getrennt ein Schwellenwert berechnet ab dessen Über-
schreiten ein Axon als farbstoffpositiv definiert wurde. Dieser Schwellenwert wurde als der 
Mittelwert des Fluoreszenzintensitätsquotienten zwischen Axon und unmittelbarer Umgebung 
der gesunden Kontrollpopulation + 3 Standardabweichungen (SD) festgelegt. Da die Qualität 
der Farbstoffinjektion und der Gewebefixierung leider eine gewisse Variabilität aufwiesen, 
wurden nur solche Bilder für die Auswertung verwendet, die von der visuellen Einschätzung 
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her eine Fluoreszenzintensität deutlich über dem Detektorhintergrundsignal aufwiesen. Da die 
ROIs für die unmittelbar an das Axon angrenzende Umgebung im YFP-Kanal definiert wur-
den, aber besonders in akuten EAE-Läsionen sich zum Teil auch Immunzellen und 
meningeale Strukturen mit Farbstoff anfärbten und dadurch ein falsch-hohes Umgebungssig-
nal erzeugt hätten, war es in einer geringen Anzahl von Fällen erforderlich, die entsprechen-
den ROIs anzupassen, um die Messung derartiger Strukturen als Umgebungssignal zu ver-
meiden. Diese Anpassung wurde allerdings nur bei Axonen vorgenommen, die vom visuellen 
Eindruck her als eindeutig farbstoffpositiv erschienen, aber aufgrund des starken Umgebungs-
signals bei der mathematischen Auswertung nicht als solche erfasst wurden. Außerdem wurde 
für jedes Axon der Durchmesser gemessen.   
Ähnliche ROIs innerhalb eines Axons und in dessen unmittelbar angrenzender Umgebung 
wurden auch für in-vivo Mikroskopiebilder definiert und die Fluoreszenzintensität wurde in 
diesen Bereichen getrennt für die einzelnen Kanäle gemessen. Für alle in-vivo Experimente 
wurde für Farbstoffinjektionen ausschließlich Alexa Fluor® 594 Cadaverine verwendet, da 
sich dieser Farbstoff ausreichend gut mit einer Wellenlänge von 840 nm anregen lässt und 
dabei verhältnismäßig wenig mit der FRET-basierten Messung des axonalen Ca
2+
-Signals 
interferiert. Die folgenden Gleichungen wurden für die Berechnung der YFP/CFP-Ratio als 
Indikator für den axonalen Ca
2+
-Spiegel bzw. des Verhältnisses des Farbstoffsignals zwischen 
Axon und angrenzender Umgebung (Umgeb.) verwendet:   
YFP/CFP-Ratio = (YFPAxon – YFPUmgeb) / (CFPAxon – CFPUmgeb)  
Farbstoffratio = Alexa Fluor® 594 CadaverineAxon /Alexa Fluor® 594 CadaverineUmgeb 
Da jedoch bis zu 3 Fluorophore simultan mit demselben Laser angeregt wurden, stellte das 
„Bleed-through“-Signal zwischen den einzelnen Kanälen ein relevantes Problem dar, sodass 
hierfür mathematisch korrigiert werden musste. Erstens bestand ein signifikanter „Bleed-
through“ des CFP-Signals in den YFP-Kanal, sodass hierfür experimentell ein Korrekturfak-
tor (CFCFP) bestimmt werden musste. Außerdem wurde ein „Bleed-through“ des Farbstoffsig-
nals sowohl in den YFP- als auch in den CFP-Kanal beobachtet, sodass zwei weitere Korrek-
turfaktoren (CFFY bzw. CFFC) experimentell bestimmt und in die Gleichungen eingeführt 
werden mussten. In den folgenden Gleichungen entspricht CFFY dem „Bleed-through“-
Korrekturfaktor des Farbstoffsignals in den YFP-Kanal und CFFC dem „Bleed-through“-
Korrekturfaktor des Farbstoffs in den CFP-Kanal. Schlussendlich wurden folgende Gleichun-
gen für die Berechnung des YFP- bzw. CFP-Signals verwendet: 
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CFPAxon = CFPAxon, gemessen – CFFC * Alexa Fluor® 594 CadaverineAxon 
CFPUmgeb = CFPUmgeb, gemessen – CFFC * Alexa Fluor® 594 CadaverineUmgeb 
 
YFPAxon = YFPAxon, gemessen – CFFY * Alexa Fluor® 594 CadaverineAxon – CFCFP * 
CFPAxon 
YFPUmgeb = YFPUmgeb, gemessen - CFFY * Alexa Fluor® 594 CadaverineUmgeb – CFCFP * 
CFPUmgeb 
Angesichts der Tatsache, dass bei in-vivo Experimenten keine Neurotrace®-Färbung zur De-
finition entzündlicher Läsionen anhand der Zellinfiltration zur Verfügung stand, wurden die 
Läsionen basierend auf der axonalen Morphologie und einer visuellen Einschätzung des axo-
nalen Ca
2+
-Signals definiert. Um diese Näherung des Ca
2+
-Signals vorzunehmen, wurde das 
CFP-Signal anhand einer roten Lookup-Tabelle (LUT) mit einem Wertebereich von 0 bis 
4096 in arbiträren Einheiten dargestellt und mit dem YFP-Signal fusioniert, das durch eine 
grüne LUT mit der gleichen Skalierung repräsentiert wurde. Mit den über alle Experimente 
konstant gehaltenen Detektoreinstellungen für das CFP- und YFP-Signal erscheinen Axone 
mit einer physiologischen Ca
2+
-Konzentration in einem orangen Farbton, während Axone mit 
erhöhtem intrazellulärem Ca
2+
 grünlich erscheinen. Da diese Veränderungen des Ca
2+
-Signals 
sehr charakteristisch für EAE-Läsionen sind, konnten diese genutzt werden, um aktive Läsio-
nen für die Mikroskopie aufzufinden.  
 
3.3.10) Statistische Datenauswertung  
Die statistische Auswertung erfolgte in GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, 
California, USA). Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes 
(SEM) dargestellt. Falls nicht anders angegeben, wurde für alle Experimente ein ungepaarter, 
zweiseitiger t-Test verwendet und das Signifikanzniveau mit * = p < 0,05 festgelegt. Es wurde 
angenommen, dass die Daten normalverteilt sind, wobei aufgrund der kleinen Stichproben-
größe keine explizite Testung hierfür erfolgte. Sollten die Mittelwerte von mehr als zwei 
Gruppen miteinander verglichen werden, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way 




4.) Projektrelevante Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 
Die ersten Experimente in unserem Labor zur in-vivo Mikroskopie axonaler Ca
2+
-Signale im 
Kontext der EAE wurden von Adrian-Minh Schumacher und Christoph Mahler durchgeführt. 
Da deren Ergebnisse den Ausgangspunkt meiner Arbeit darstellen, sollen die wichtigsten As-
pekte deren Arbeiten mit Bezug zu meinem eigenen Projekt hier kurz skizziert werden.   
In der Arbeitsgruppe von Prof. Kerschensteiner wurde ein dreistufiger Prozess erstbeschrie-
ben, der als Fokale Axonale Degeneration (FAD) bezeichnet wird und beschreibt, welche 
morphologischen Veränderungen eines Axons auftreten, wenn dieses im Rahmen der EAE 
geschädigt wird (Nikic et al., 2011). Mittels in-vivo Ca
2+
-Mikroskopie konnte gezeigt werden, 
dass diese morphologischen Veränderungen auch mit Störungen der axonalen Ca
2+
-
Homöostase korreliert sind (Abbildung 10).  
      
Abbildung 10: Axonale Ca
2+
-Konzentration in akuten EAE-Läsionen und gesunden Kontrollen 
Axonale Ca
2+
-Konzentrationen anhand der zu den Kontrollen normalisierten YFP/CFP-Ratio in akuten EAE-
Läsionen in den verschiedenen Stadien der FAD sowie in gesunder Kontrollpopulation. Anhand der Kontrollpo-
pulation wurde ein Schwellenwert für Axone mit erhöhtem Ca
2+
 definiert (Mittelwert der YFP/CFP-Ratio der 
Kontrollen + 3 Standardabweichungen). Violetter Bereich entspricht physiologisch niedriger Ca
2+
-
Konzentration. Prozentzahlen stellen den Anteil an Axonen mit erhöhtem intrazellulärem Ca
2+
- dar, Balken je-
weils den Mittelwert der YFP/CFP-Ratio. Abbildung von Adrian-Minh Schumacher, adaptierte Version.  
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Außerdem konnte gezeigt werden, dass diese Abweichungen der axonalen Ca
2+
-Regulation 
das weitere Schicksal von Axonen im zeitlichen Verlauf bestimmen. Durch Zeitreihenauf-
nahmen konnte die Dynamik der Veränderungen der axonalen Ca
2+
-Konzentration beschrie-
ben werden und es zeigte sich, dass Axone mit einer erhöhten intrazellulären Ca
2+
-
Konzentration eine höhere Wahrscheinlichkeit hatten, im zeitlichen Verlauf den Prozess der 
FAD zu durchlaufen und irreversibel geschädigt zu werden als Axone mit einer physiologisch 
niedrigen Ca
2+





 als Prädiktor für weitere Entwicklung von Axonen über Zeit bei akuter 
EAE 
Darstellung der Wahrscheinlichkeiten pro Stunde, dass ein Axon in Abhängigkeit von seiner intrazellulären 
Ca
2+
-Konzentration die einzelnen Stadien der FAD durchläuft, wobei links Stadium 0, in der Mitte Stadium 1 
und rechts Stadium 2 der FAD dargestellt sind. Abbildung von Adrian-Minh Schumacher, adaptierte Version. 
 
Es wurden verschiedene mögliche Mechanismen der axonalen Degeneration im Rahmen der 
EAE postuliert. Diese beinhalten unter anderem Effekte der Glutamatexzitotoxizität (Pitt et 
al., 2000) und lokale azidotische pH-Wertveränderungen im Rahmen der Entzündungsreakti-
on (Friese et al., 2007). Allerdings konnten in unserem Labor die oben beschriebenen Verän-
derungen des axonalen Ca
2+
-Haushaltes bislang weder durch die exogene Applikation von 
Glutamat noch durch azidotische pH-Wertveränderungen induziert werden. Ein weiterer häu-
fig postulierter Mechanismus der axonalen Schädigung im Kontext der EAE ist der sogenann-
te “virtual hypoxia pathway”. Dieser besagt, dass es durch die Bildung von reaktiven Sauer-
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stoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS) zu einer Schädigung von Mitochondrien und in der 
Folge zu einer Reduktion der ATP-Produktion in den Zellen kommt. Da ATP die notwendige 




-ATPase ist, führt ein Mangel an ATP zur Depolarisation der 
Zelle und zum Anstieg der intrazellulären Na
+
-Konzentration. Dies wiederum bewirkt eine 




-Austauschers (NCX), sodass Ca
2+
 nun nach in-
trazellulär transportiert wird. Außerdem kommt es zur Aktivierung von spannungsgesteuerten 
Ca
2+
-Kanälen der Plasmamembran. Durch den daraus resultierenden Anstieg der intrazellulä-
ren Ca
2+
-Konzentration werden diverse zellschädigende Prozesse ausgelöst (Trapp und Stys, 
2009). Mittels direkter Applikation von Stickstoffmonoxid (NO) auf das Rückenmark von 
Mäusen konnte in unserem Labor gezeigt werden, dass durch RNS ein axonaler Degenerati-
onsprozess vergleichbar der FAD und Störungen der axonalen Ca
2+
-Regulation ausgelöst 
werden können. In Übereinstimmung mit der Hypothese des “virtual hypoxia pathways” 
konnte die NO-induzierte axonale Schädigung durch eine Vorbehandlung des Rückenmarks 
mit dem NCX-Antagonisten Bepridil fast vollkommen verhindert werden. Allerdings zeigte 
eine Behandlung mit Bepridil keinen protektiven Effekt weder auf die axonale Degeneration 
noch auf die axonale Ca
2+
-Konzentration im Kontext der EAE, sodass diese Befunde nahele-










5.1) Axonale Fluoreszenzfarbstoffaufnahme in akuten EAE-Läsionen 
Fluoreszenzfarbstoffe wie etwa Texas Red® oder Alexa Fluor®, die an kleine Moleküle wie 
beispielsweise Dextrane oder Aminosäuren gekoppelt sind, wurden bereits als Indikator für 
Läsionen der Zellmembran in Tiermodellen traumatischer ZNS-Schädigung verwendet  
(Williams et al., 2014; Simon et al., 2009). Ein wesentliches Ziel meiner Promotion war die  
Beantwortung der Frage, ob derartige Membranläsionen auch im Kontext der akuten EAE (2-
3 Tage nach dem Beginn klinischer Symptome) zu beobachten sind und ob diese eine mögli-
che Erklärung für die in vorherigen Experimenten beobachteten Störungen der Ca
2+
-
Regulation sein könnten. Zur Bearbeitung dieser Fragestellung injizierte ich kleine Mengen (2 
µl) verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe in den Subarachnoidalraum des lumbalen Rücken-
marks von CerTN-L15-Mäusen. In Konfokalmikroskopieaufnahmen von Längsschnitten des 
Rückenmarks zeigte sich in gesunden Kontrolltieren praktisch keine Farbstoffaufnahme in 
Axone. Hingegen stellte sich ein relevanter Anteil der Axone, die durch eine akute EAE-
Läsion verliefen, als farbstoffpositiv dar. Dabei wurden entzündliche Läsionen anhand der 
Neurotrace®-Färbung des Immunzellinfiltrats identifiziert. Um diesen subjektiv-visuellen 
Eindruck zu objektivieren und quantifizierbar zu machen, wurde basierend auf einer gesunden 
Kontrollpopulation ein Schwellenwert festgelegt, ab dessen Überschreitung ein Axon als farb-
stoffpositiv definiert wurde. Dieser Schwellenwert wurde als Mittelwert der Farbstoffintensi-
tätsratio von Axon zu unmittelbar angrenzender Umgebung + 3 Standardabweichungen (SD) 
anhand der Kontrollen berechnet und lieferte Ergebnisse, die mit dem visuellen Eindruck sehr 
gut vereinbar waren. Auch mit dieser objektiven Auswertung ließen sich farbstoffpositive 
Axone nachweisen. Es zeigte sich, dass die axonale Farbstoffaufnahme auf den entzündlichen 
Läsionsbereich begrenzt war, wodurch unterstrichen wird, dass es sich hierbei in der Tat um 
einen EAE-vermittelten Effekt und nicht um ein durch Injektionstrauma verursachtes Artefakt 
handelt. Repräsentative Konfokalmikroskopieaufnahmen von gesunden Kontroll- und akut 














Abbildung 12: Axonale Farbstoffaufnahme zeigt sich nur in akuten EAE-Läsionen 
Konfokalmikroskopieaufnahmen von fixiertem Rückenmarksgewebe von CerTN-L15 Mäusen nach Injektion 
von  2 µl Dextran Texas Red® 3000 und 2 Stunden Farbstoffinkubationszeit. (A) zeigt eine Fusion der Signale 
für Neurotrace® 435/455 (B), die endogen mit YFP-angefärbten neuronalen Strukturen (C) und das Texas Red® 
Signal (D) in einem gesunden Kontrolltier. In der akuten EAE wurde Neurotrace® 435/455 verwendet, um ent-
zündliche Läsionen anhand des Ausmaßes der Immunzellinfiltration zu identifizieren (F). Aufnahme von Texas 
Red® in Axone ist weitgehend auf Axone beschränkt (H), die durch entzündliche Läsionen verlaufen, wobei der 
YFP-Kanal (G) verwendet wurde, um die morphologischen Stadien der FAD zu erfassen. Panel (E) stellt eine 
Fusion der Bilder (F) – (H) dar. Größenmaßstab: 20 µm 
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Nachdem ich zeigen konnte, dass es in der akuten EAE zu einer Aufnahme von Farbstoff in 
Axone kommt, stellte sich die Frage, ob die beobachtete Farbstoffaufnahme auch mit der axo-
nalen Morphologie - definiert anhand der bereits beschriebenen FAD-Stadien (Nikic et al., 
2011) - in einem Zusammenhang steht. Außerdem untersuchte ich, ob die basierend auf der 
Farbstoffaufnahme vermuteten Membranläsionen, sich durch die Verwendung von Fluores-
zenzfarbstoffen unterschiedlicher Molekülgröße bezüglich ihrer Dimension näher charakteri-
sieren ließen (Abbildung 13). Tabelle 3 stellt weitere Details zu Größe und chemischen Ei-
genschaften der verwendeten Farbstoffe dar, wobei der Molekülradius näherungsweise ent-
sprechend früherer Publikationen berechnet wurde (Oliver et al., 1992). Es ist allerdings zu 
beachten, dass vom Hersteller für die Dextran-konjugierten Farbstoffe lediglich eine maxima-
le Molekülgröße angegeben wird und sich die exakte Größe eines einzelnen Farbstoffmole-
küls daher nicht bestimmen lässt. So ist es z.B. im Falle des Dextran Texas Red® 3000-
Farbstoffes möglich, dass auch Farbstoffmoleküle mit einer Molekülgröße <3000 Da vorhan-
den sein können. Daher ist die Definition einer exakten Obergrenze der Größe der Membran-
läsionen mit diesem Ansatz nicht möglich.  
 
Fluoreszenzfarbstoff Chemische Struktur Molekülgewicht  Molekülradius 
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Abbildung 13: Quantifizierung des Anteils farbstoffpositiver Axone in den einzelnen FAD-
Stadien für verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe 
Bei gesunden Kontrollen und Tieren mit akuter EAE (klinischer Symptombeginn + 2-3 Tage) wurden 2 µl der 
aufgelisteten Fluoreszenzfarbstoffe intrathekal injiziert und nach 2 Stunden Farbstoffinkubation erfolgte die 
transkardiale Perfusion mit 4% PFA. 3 Konfokalmikroskopiebilder je Tier wurden aufgenommen und alle Axone 
innerhalb der entzündlichen Läsion (definiert anhand der Immunzellinfiltration) bzw. im Fall der gesunden Kon-
trollen aus einem repräsentativen Bildausschnitt wurden ausgewertet (n = 5 Tiere für akute EAE für Alexa Flu-
or® 647 Cadaverine (512 Axone im Stadium 0, 147 Axone im Stadium 1 und 252 Axone im Stadium 2), Texas 
Red® 10000 (397 Axone im Stadium 0, 122 Axone im Stadium 1 und 203 Axone im Stadium 2), Texas Red® 
70000 (316 Axone im Stadium 0, 103 Axone im Stadium 1 und  185 Axone im Stadium 2) sowie gesunde Kon-
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trollen Alexa Fluor® 647 Cadaverine (658 Axone) und Texas Red® 10000 (650 Axone); n = 6 Tiere für gesunde 
Kontrollen für Texas Red® 70000 (612 Axone)). Farbstoffinjektionen und Mikroskopie für Dextran Texas Red® 
70000 sowie 2 von 7 gesunden Kontrollen (336 von 1029 Axonen) und 5 von 9 EAE-Tieren für Dextran Texas 
Red® 3000 (852 von 1592 Axone im Stadium 0, 257 von 533 Axone im Stadium 1 und 467 von 925 Axone im 
Stadium 2) erfolgten durch Maarten Witte. Die Axonpopulation aus den gesunden Kontrolltieren wurde verwen-
det, um für jeden Farbstoff einen spezifischen Schwellenwert festzusetzen (Farbstoffintensität Axon/Umgebung 
+ 3 SD), ab dessen Überschreitung ein Axon als farbstoffpositiv gewertet wurde. Dargestellt sind die Anteile der 
farbstoffpositiven Axonen an allen Axonen im jeweiligen FAD-Stadium. Es zeigte sich, dass für alle verwende-
ten Farbstoffe mit Ausnahme von Texas Red® 70000 eine signifikante Farbstoffaufnahme gegenüber der Kon-
trolle bestand (A; einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey post-Test-Korrektur) sowie dass es zum Teil signifi-
kante Unterschiede in der axonalen Farbstoffaufnahme zwischen den einzelnen Farbstoffen innerhalb eines 
FAD-Stadiums gab (B, einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey post-Test-Korrektur). 
 
In Übereinstimmung mit dem visuellen Eindruck ergab sich auch bei der mathematischen 
Auswertung, dass nur ein sehr geringer Anteil (<1%) der Axone in gesunden Kontrolltieren 
Farbstoff aufnahm. Hingegen ließ sich bei einem im Vergleich dazu statistisch signifikanten 
Anteil von Axonen (einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey post-Test-Korrektur; p<0,05) in 
allen FAD-Stadien eine Farbstoffaufnahme für Alexa Fluor® 647 Cadaverine und Dextran 
Texas Red® 3000 sowie in Stadium 1 für Dextran Texas Red® 10000 nachweisen. Für Dext-
ran Texas Red® 70000 ergab sich in keinem FAD-Stadium eine signifikante axonale Farb-
stoffaufnahme im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Es zeigte sich außerdem, dass für 
Alexa Fluor® 647 Cadaverine, Dextran Texas Red® 3000 und Dextran Texas Red® 10000, 
Axone im Stadium 1 eine höhere Wahrscheinlichkeit aufwiesen, farbstoffpositiv zu sein als 
Axone im Stadium 0. Überraschenderweise besteht dieser Zusammenhang für Axone im Sta-
dium 2 nicht. Es zeigte sich hingegen für diese eher eine geringere Farbstoffaufnahme als für 
Stadium 1-Axone. Innerhalb eines FAD-Stadiums zeigte sich ein statistisch signifikanter Un-
terschied im Anteil der farbstoffpositiven Axone zwischen Alexa Fluor® 647 Cadaverine und 
Texas Red® 3000 nur für das FAD-Stadium 1, wohingegen ein solcher Unterschied zwischen 
Alexa Fluor® 647 Cadaverine und Texas Red® 10000 für die FAD-Stadien 1 und 2 bzw. für 
alle FAD-Stadien zwischen Alexa Fluor® 647 Cadaverine und Texas Red® 70000 bestand 
(einfaktorielle Varianzanalyse (one-sided ANOVA) mit Tukey post-Test-Korrektur, p<0,05). 
Zum Ausschluss, dass die axonale Farbstoffaufnahme durch eine traumatische Schädigung im 
Rahmen der Farbstoffinjektion bedingt ist, wurden Schnitte aus der ventralen und dorsalen 
weißen Substanz hinsichtlich des Anteils der farbstoffpositiven Axone für Dextran Texas 
Red® 3000 miteinander verglichen (Abbildung 14). Da die Ergebnisse sich nicht statistisch 
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signifikant voneinander unterschieden und ohnehin als Vorsichtsmaßnahme nur die zur Injek-
tionsseite kontralaterale Hälfte des Rückenmarks für die Auswertung verwendet wurde, ist es 
unwahrscheinlich, dass sich die in akuten EAE-Läsionen beobachtete Farbstoffaufnahme aus-
schließlich durch das Injektionstrauma erklären lässt. Da die Anteile der farbstoffpositiven 
Axone für die ventrale und dorsale weiße Substanz vergleichbar waren, wurde diese Unter-
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Abbildung 14: Vergleich der Anteile farbstoffpositiver Axone zwischen ventraler und dorsaler 
weißer Substanz für Dextran Texas Red® 3000 
Intrathekale Injektion von 2 µl Dextran Texas Red® 3000 am klinischen Höhepunkt der akuten EAE. Vergleich 
des Anteils farbstoffpositiver Axone in der dorsalen und ventralen weißen Substanz (gesunde Kontrollen 7 Tiere 
für dorsal (1029 Axone) bzw. 6 Tiere für ventral (953 Axone) sowie 9 Tiere für akute EAE dorsal (831 Axone 
im Stadium 0, 274 Axone im Stadium 1 und 463 Axone im Stadium 2) bzw. 8 Tiere für ventral (761 Axone im 
Stadium 0, 259 Axone im Stadium 1 und 462 Axone im Stadium 2)), wobei sich kein statistisch signifikanter 
Unterschied zeigte. Bei 2 von 7 Kontrollen und 5 von 9 EAE-Tieren Farbstoffinjektion durch Maarten Witte.  
 
Um weitergehend zu zeigen, dass die oben beschriebenen Ergebnisse nicht von mir als Expe-
rimentator und als Auswerter abhängig sind, wurden bei fünf der neun EAE-Tiere aus der 
Dextran Texas Red® 3000-Gruppe die Farbstoffinjektionen und die Konfokalmikroskopie 
von Maarten Witte, einem Postdoktoranden im Labor von Prof. Kerschensteiner, durchge-
führt. Außerdem wurde eine Stichprobe, der von mir ausgewerteten Aufnahmen auch von 
Maarten Witte nach den gleichen Kriterien analysiert. Die daraus berechneten Interrater- und 
Interexperimentator-Variabilität zeigten eine gute Übereinstimmung, was zusätzlich die Vali-







































































Abbildung 15: Interrater- und Interexperimentator-Variabilität zwischen Jan Bewersdorf 
(schwarz) und Maarten Witte (weiß) für Dextran Texas Red® 3000 
(A) zeigt den Vergleich der Auswertung der gleichen Konfokalmikroskopieaufnahmen von 5 Tieren aus dem 
Dextran Texas Red® 3000-Datensatz durch Maarten Witte (weiß; 124 Axone im Stadium 0; 71 Axone im Stadi-
um 1) und Jan Bewersdorf (schwarz; 172 Axone im Stadium 0; 53 Axone im Stadium 1). Es ergab sich kein 
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Auswertern. (B) stellt die Interexperimentator-
Variabilität für Axone im Stadium 0 und 1 von 9 Experimenten dar, die entweder komplett von Maarten Witte 
(weiß, 5 Tiere; 852 Axone im Stadium 0; 257 Axone im Stadium 1) oder Jan Bewersdorf (schwarz, 4 Tiere; 740 
Axone im Stadium 0; 272 Axone im Stadium 1) durchgeführt, aber ausschließlich von Jan Bewersdorf ausge-
wertet wurden. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Experimentatoren bestand nicht.  
  
Zur genaueren Charakterisierung der farbstoffpositiven Axone wurden auch der axonale 
Durchmesser und der Myelinisierungsstatus von Axonen aus Tieren, bei welchen Dextran 
Texas Red® 3000 injiziert wurde, untersucht. Die in Abbildung 16 dargestellten Ergebnisse 
zeigen in Bezug auf den Axondurchmesser, dass es keine bestimmte Axonsubpopulation gibt, 
die präferentiell den Farbstoff aufnimmt, sondern dass diese zu ungefähr gleichen Anteilen 
über alle Axondurchmesser hinweg erfolgt. Bezüglich einer Beziehung zwischen dem 
Myelinisierungsstatus eines Axons und der Wahrscheinlichkeit, dass dieses Axon farbstoffpo-
sitiv ist, konnte festgestellt werden, dass eine Schädigung der Myelinscheiden keine notwen-
dige Bedingung für eine Farbstoffaufnahme ist. So lässt sich eine Farbstoffaufnahme auch bei 
Axonen mit noch vollkommen intakt erscheinender Myelinscheide nachweisen. Zwar zeigten 
Axone mit einer geschädigten Myelinscheide im Allgemeinen mit einer höheren Wahrschein-
lichkeit eine Farbstoffaufnahme, doch nur für Axone im Stadium 2 erreichte dieser Unter-
schied statistische Signifikanz. Es muss allerdings einschränkend angemerkt werden, dass das 
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verwendete EAE-Modell nur eingeschränkt für Untersuchungen zur Demyelinisierung geeig-
net ist, da dieses zwar eine deutliche axonale Pathologie aufweist, der allgemeine Grad der 
Myelinschädigung hingegen im Vergleich zur MS geringer ausgeprägt ist. So wiesen insge-
samt nur ca. 20% der Axone im Stadium 0 sowie etwas mehr als 30% der Axone in den Stadi-
en 1 und 2 überhaupt eine Myelinschädigung auf. Außerdem ist es besonders für Axone mit 
geringem Durchmesser nicht sicher feststellbar, ob ein Axon primär unmyelinisiert war oder 














































































































































































































Abbildung 16: Zusammenhang zwischen Durchmesser und Myelinisierungsstatus von Axonen 
und der Farbstoffaufnahme 
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(A) und (B) stellen den Zusammenhang zwischen Axondurchmesser und dem Anteil der farbstoffpositiven Axo-
ne für die FAD-Stadien 0 und 1 dar. Es wurden 4 akut kranke EAE-Tiere mit 2 µl Dextran Texas Red® 3000 
injiziert und 6 Läsionen (3 dorsal + 3 ventral) pro Tier ausgewertet (740 Axone für Stadium 0 und 276 Axone für 
Stadium 1). (C) zeigt eine repräsentative Konfokalmikroskopieaufnahme der MBP-Färbung einer gesunden 
CerTN-L15-Maus. Hierbei sind die Axone anhand der endogen YFP-Expression grün dargestellt und die 
Myelinisierung mittels immunhistochemischer MBP-Färbung grau. Die Anteile der myelinisierten Axone in 
Abhängigkeit vom Axondurchmesser werden in (D) dargestellt (je 5 Bilder á 100 Axone für 5 Tiere ausgewer-
tet). (E) zeigt eine akute EAE-Läsion nach Injektion von 2 µl Dextran Texas Red® 3000 (rot) und MBP-Färbung 
(grau) in einer CerTN-L15-Maus (Axone grün entsprechend endogener YFP-Expression) mit Anfärbung des 
entzündlichen Infiltrates mit Neurotrace® 435/455 (blau). Pfeile weisen auf farbstoffpositive, myelinisierte 
Axone; Pfeilspitze auf farbstoffpositives, demyelinisiertes Axon hin. (F) zeigt, dass auch myelinisierte Axone 
Farbstoff aufnehmen und dass nur im Stadium 2 demyelinisierte Axone signifikant häufiger farbstoffpositiv sind 
als myelinisierte Axone (5 Tiere (401 Axone im Stadium 0, 87 Axone im Stadium 1 und 129 Axone im Stadium 
2), wobei bei 3 Tieren Farbstoffinjektion durch Maarten Witte erfolgte. MBP-Färbung, Mikroskopie und Aus-
wertung erfolgte bei allen Tieren durch Jan Bewersdorf). Maßstab in (C) und (E) je 10 µm. 
 
Nachdem in Vorarbeiten gezeigt werden konnte, dass die Veränderungen der axonalen Ca
2+
- 
Konzentration und der Axonmorphologie im Rahmen der EAE einer großen zeitlichen Dyna-
mik unterliegen, stellte sich die Frage, ob sich auch bei der Farbstoffaufnahme derartige Ver-
änderungen im Zeitverlauf nachweisen lassen. Hierzu wurden zu Beginn des Experiments 2 
µl Dextran Texas Red® 3000 in den Subarachnoidalraum von CFP-5-Mäusen am klinischen 
Höhepunkt der akuten EAE injiziert und 4 Stunden später erfolgte eine weitere Injektion von 
2 µl Dextran FITC 3000, bevor die Mäuse nach einer nochmaligen Farbstoffinkubationszeit 
von 1 Stunde euthanasiert und mit 4% PFA fixiert wurden. Für dieses Experiment wurden 
CFP-5-Mäuse verwendet, da diese im Gegensatz zu CerTNL-15-Mäusen kein endogenes 
YFP-Signal haben und dadurch die Auswirkungen von „Bleed-through“-Artefakten zwischen 
dem endogenen YFP-Signal von CerTNL-15-Mäusen und dem injizierten Dextran FITC 3000 
vermieden und eine validere Aussage über das Ausmaß der axonalen Farbstoffaufnahme ge-
troffen werden kann. In der anschließenden Konfokalmikroskopie der Gewebeschnitte ließen 
sich anhand des Anteils der Axone, die ausschließlich den ersten Farbstoff (Dextran Texas 
Red® 3000) bzw. ausschließlich den zweiten Farbstoff (Dextran FITC 3000) oder beide Farb-
stoffe aufgenommen hatten, Rückschlüsse über die Dynamik der Entstehung bzw. der Repara-
tur von Membranläsionen anhand der damit assoziierten Farbstoffaufnahme ziehen. Wie in 
Abbildung 17 dargestellt zeigte sich, dass bei einem gewissen Anteil von Axonen Membran-
läsionen über mehrere Stunden persistieren. Ebenso ergab sich aufgrund des Anteils der aus-
schließlich Texas Red®-positiven Axone, dass bei Axonen in allen Stadien noch die Mög-
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lichkeit eines Wiederverschlusses der Membranläsionen und damit die theoretische Chance 
zur Regeneration und Wiederherstellung der Ca
2+
-Homöostase besteht. Jedoch muss ein-
schränkend angemerkt werden, dass für Axone im Stadium 2 keine vollständige Regeneration 
mehr möglich ist, selbst wenn diese keinen Farbstoff mehr aufnehmen sollten. Außerdem 
kommt es zeitgleich auch zur Entstehung von neuen Membranschäden, was sich angesichts 
des Anteils von ausschließlich FITC-3000-positiven Axonen zeigen lässt. Insgesamt zeigte 
sich zwischen den einzelnen Experimenten eine sehr hohe Variabilität, so dass die Ergebnisse 
















































Abbildung 17: Dynamik axonaler Membranläsionen anhand der axonalen Farbstoffaufnahme 
mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe 
Intrathekale Injektionen von 2 µl Dextran Texas Red® 3000  und 4 Stunden später von 2 µl Dextran FITC 3000 
in CFP-5-Mäusen. Akute EAE-Läsionen wurden anhand der Immunzellinfiltration (Neurotrace® 640/660 nm) 
identifiziert und bei 5 Tieren wurden in jeweils 2 Läsionen alle durch die Läsion verlaufenden Axone ausgewer-
tet (insgesamt 325 Axone im Stadium 0, 81 Axone im Stadium 1 und 154 im Stadium 2). Die Schwellenwerte 
für farbstoffpositive Axone wurden anhand einer Population gesunder Kontrolltiere (4 Tiere, 535 Axone; Farb-





5.2) In-vivo-Mikroskopie zeigt, dass eine Farbstoffaufnahme in Axone mit 
einem erhöhten axonalen Ca
2+
- Konzentration assoziiert ist 
Nachdem am fixierten Gewebe eine Aufnahme von Fluoreszenzfarbstoffen in Axone im 
Rahmen der akuten EAE beobachtet werden konnte, stellte sich die Frage nach der 
pathophysiologischen Relevanz dieser Beobachtung. Aus der Literatur (Stirling und Stys, 
2010) ist die zentrale Bedeutung einer Ca
2+
-Dysregulation für die Pathophysiologie axonaler 
Schädigungsprozesse bekannt und auch Vorexperimente in unserem Labor unterstreichen die 
Relevanz der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration für axonale Degenerationsprozesse im Kon-
text der EAE. Da physiologisch ein hoher Gradient der Ca
2+
-Konzentration zwischen extra- 
und intrazellulär besteht und Zellen über diverse Mechanismen kontinuierlich aktiv eine ge-
ringe intrazelluläre Ca
2+
-Konzentration aufrechterhalten (Verkhratsky und Petersen, 1998), 
erscheint es möglich, dass dieser streng regulierte Ca
2+
-Haushalt durch die - aufgrund der im 
fixiertem Gewebe beobachteten axonalen Farbstoffaufnahme vermuteten - Membranläsionen 
gestört sein könnte. Dazu entwickelte ich einen Versuchsansatz, bei dem mittels in-vivo 2-
Photonen-Mikroskopie gleichzeitig sowohl die intrazelluläre Ca
2+
-Konzentration bestimmt als 
auch eine axonale Farbstoffaufnahme beobachtet werden können. Analog zum fixierten Ge-
webe wurden 2 µl Alexa Fluor® 594 Cadaverine in den Subarachnoidalraum von CerTN-
L15-Mäusen injiziert und nach 2 Stunden Farbstoffinkubationszeit erfolgte die in-vivo Ca
2+
- 
Mikroskopie am lumbalen Rückenmark der Tiere.  
Die quantitative Bestimmung der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration erfolgte mithilfe der 
Messung der YFP/CFP-Ratio des im Methodenteil beschriebenen FRET-basierten Ca
2+
-
Sensors der CerTN-L15-Mäuse. Bevor jedoch eine valide Auswertung der in-vivo-
Experimente mit gleichzeitiger Farbstoffinjektion möglich war, musste aufgrund des relevan-
ten „Bleed-throughs“ des Farbstoffsignals sowohl in den YFP- als auch in den CFP-Kanal ein 
Korrekturfaktor experimentell mithilfe einer nicht genetisch fluoreszenzmarkierten C57/Bl6-
Maus bestimmt werden. Da gleichzeitig auch ein „Bleed-through“ des CFP-Signals in den 
YFP-Kanal beobachtet wurde, wurde auch hierfür experimentell durch die Verwendung einer 
CFP-5-markierten Maus ein Korrekturfaktor bestimmt, der in die im Methodenteil (siehe Sei-
te 48) beschriebenen Gleichungen einfloss. 
Nach diesen Anpassungen zeigte sich bei den in-vivo Experimenten, dass es sich bei der am 
fixierten Gewebe beobachteten axonalen Farbstoffaufnahme nicht um ein postmortales fixati-
onsbedingtes Artefakt handelt, sondern dass diese auch im vitalen Gewebe zu beobachten ist. 
Der Anteil farbstoffpositiver Axone in den einzelnen FAD-Stadien lag für die in-vivo Expe-
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rimente mit 10,6% im Stadium 0 bzw. 31,8% im Stadium 1 etwas unter den prozentualen An-
teilen im fixierten Gewebe (18,6% farbstoffpositive Axone im Stadium 0 bzw. 37,4% im Sta-
dium 1). Es konnte außerdem festgestellt werden, dass in den Stadien 0 und 1 Axone mit einer 
erhöhten Ca
2+
-Konzentration eine signifikant höhere Wahrscheinlichkeit aufwiesen, farb-
stoffpositiv zu sein, als Axone mit physiologisch niedriger Ca
2+
-Konzentration. Auch der An-
teil der Axone mit erhöhter Ca
2+
-Konzentration in den einzelnen Stadien der EAE ist gut mit 
den Ergebnissen aus anderen Vorarbeiten in unserem Labor zur axonalen in-vivo Ca
2+
-
Mikroskopie vergleichbar, sodass man davon ausgehen kann, dass trotz Farbstoffinjektion 
eine valide Bestimmung der axonalen Ca
2+
-Konzentration weiterhin möglich ist.  
In meinen Experimenten zeigten 0,4% der Axone in gesunden Kontrolltieren eine erhöhte 
Ca
2+
-Konzentration, während in akut kranken EAE-Tieren für die FAD-Stadien 0, 1 und 2 
10,9%, 37,9% und 54,4% der Axone eine erhöhte Ca
2+
-Konzentration aufwiesen. Weitere 
Ergebnisse dieses Experiments und repräsentative in-vivo 2-Photonen-Mikroskopiebilder sind 





            
Abbildung 18: Ergebnisse der simultanen in-vivo 2-Photonen-Mikroskopie von Ca
2+
- und Farb-
stoffsignal in CerTN-L15-Mäusen zum Höhepunkt der akuten EAE 
(A) zeigt die zur gesunden Kontrollpopulation normalisierte YFP/CFP-Ratio als quantitativer Indikator für die 
axonale Ca
2+
-Konzentration in akuten EAE-Läsionen. Farbstoffnegative Axone sind als graue, farbstoffpositive 
Axone als rote Punkte für die 3 FAD-Stadien dargestellt. Die Kuchendiagramme oberhalb des Diagramms reprä-
sentieren den Anteil der Axone mit erhöhtem Ca
2+
, die auch farbstoffpositiv sind (dargestellt in rot). Der Schwel-
lenwert für Axone mit erhöhter intrazellulärer Ca
2+
-Konzentration wurde definiert anhand der YFP/CFP-Ratio + 
3 SD der Kontrollpopulation und als gestrichelte Linie im Diagramm dargestellt (Kontrollen: n = 5 Tiere, 550 
Axone; EAE: n = 6 Tiere; 229 Axone im Stadium 0, 116 Axone im Stadium 1 und 114 Axone im Stadium 2). 
(B) stellt die Anteile der farbstoffpositiven Axone (Schwellenwert definiert als Farbstoffintensität 
Axon/Umgebung + 3 SD aus Kontrollpopulation) getrennt für Axone mit hohem und niedrigen intrazellulären 
Ca
2+
 dar. In den FAD-Stadien 0 und 1 haben farbstoffpositive Axone auch signifikant häufiger eine hohe Ca
2+
-
Konzentration als farbstoffnegative Axone.  
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Abbildung 19: Repräsentative Bilder der simultanen in-vivo 2-Photonen-Mikroskopie von Ca
2+
- 
und Farbstoffsignal in gesunden CerTN-L15-Mäusen und bei  akuter EAE 
(A)-(C): Gesundes CerTN-L15-Kontrolltier, wobei (A) das Alexa Fluor® 594 Cadaverine-Signal, (B) das YFP-
Signal und (C) die Fusion aus (A) und (B) darstellt. Es zeigt sich keine axonale Farbstoffaufnahme. (D)-(F): 
CerTN-L15-Maus zum Höhepunkt der akuten EAE. (D) zeigt Alexa Fluor® 594 Cadaverine-Signal, (E) YFP-
Signal und (F) die Fusion aus (D) und (E). Maßstab jeweils 10 µm. 
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Da es sich bei dem beschriebenen Versuchsaufbau um einen neuartigen Ansatz handelt, auf 
welchem weitere Experimente aufbauen sollten, entschlossen wir uns, die Reliabilität meiner 
Ergebnisse durch einen weiteren Experimentator (Maarten Witte) überprüfen zu lassen. Er-
freulicherweise zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede sowohl in der Interra-
ter- als auch in der Interexperimentator-Variabilität bezüglich des Anteils der Axone mit er-
höhter Ca
2+
-Konzentration sowie der farbstoffpositiven Axone, was die Reproduzierbarkeit 



























































































































Abbildung 20: Interrater- und Interexperimentator-Variabilität bezüglich des Anteils von Axo-
nen mit Farbstoffaufnahme bzw. mit erhöhter Ca
2+
-  Konzentration 
Vergleich der Auswertung der gleichen in-vivo 2-Photonenmikroskopieaufnahmen von 5 akut kranken EAE-
Tieren nach Injektion von 2µl Alexa Fluor® 594 Cadaverine durch Maarten Witte (weiß; 109 Axone im Stadium 
0; 71 Axone im Stadium 1) und Jan Bewersdorf (schwarz; 106 Axone im Stadium 0; 63 Axone im Stadium 1) 
für axonale Farbstoffaufnahme (A) bzw. Ca
2+
-Konzentration (B). Farbstoffinjektion und in-vivo Mikroskopie bei 
3 Tieren durch Jan Bewersdorf bzw. bei 2 Tieren durch Maarten Witte. Es ergab sich kein statistisch signifikan-
ter Unterschied zwischen den beiden Auswertern. (C) und (D) stellen die Interexperimentator-Variabilität von 
jeweils 6 Experimenten bezüglich des Anteils der Axone mit Farbstoffaufnahme bzw. erhöhter Ca
2+
-  Konzentra-
tion für die FAD-Stadien 0 und 1 dar, die entweder komplett von Maarten Witte (weiß; 175 Axone im Stadium 
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0; 116 Axone im Stadium 1) oder Jan Bewersdorf (schwarz; 221 Axone im Stadium 0; 116 Axone im Stadium 1) 
durchgeführt, aber ausschließlich von Jan Bewersdorf ausgewertet wurden. Dabei ergab sich kein statistisch 
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Experimentatoren.  
 
5.3) α-Tocopherol i.p. hat keinen protektiven Effekt auf Axone in der aku-
ten EAE  
In der Literatur sind diverse mögliche Mechanismen der axonalen Ca
2+
-mediierten Schädi-
gung im Rahmen der akuten EAE beschrieben wie z.B. Glutamat-Exzitotoxizität (Pitt et al., 
2000), azidotische pH-Wertveränderungen (Friese et al., 2007) und Dysfunktion des NCX 
(Rossi et al., 2010). In Vorversuchen in unserem Labor lieferte aber keiner der genannten Me-
chanismen eine ausreichende Erklärung für die beobachteten Alterationen der axonalen Ca
2+
-
Konzentration. Daher formulierten wir die Hypothese, dass durch die Produktion von 
ROS/RNS im Rahmen der akuten Entzündungsreaktion eine oxidative Schädigung der axona-
len Zellmembran erfolgt, die sowohl die anhand der Farbstoffaufnahme vermuteten Memb-
ranläsionen als auch die Störungen des axonalen Ca
2+
-Haushalts erklären würde. Entspre-
chend vermuteten wir, dass der gezielte Einsatz von lipophilen Antioxidantien, die aufgrund 
ihrer chemischen Eigenschaften ihre antioxidative Wirkung besonders an der Zellmembran 
entfalten, therapeutische Effekte auf die EAE haben könnte. Ein mögliches lipophiles Antio-
xidans ist α-Tocopherol, die in Europa wichtigste Form des mit der Nahrung aufgenommenen 
Vitamin E, bei dessen Mangel es bei Patienten zu neurodegenerativen Ausfallerscheinungen 
wie z.B. zerebellärer Ataxie und peripherer Neuropathie kommen kann (El Euch-Fayache et 
al., 2014; Wagner et al., 2004). Auch ein therapeutischer Effekt einer Vitamin E-
Supplementation in einem Modell oxidativer Schädigung von Neuronen in Zellkultur ist be-
schrieben (Seiler et al., 2008). Daran anknüpfend untersuchte ich, ob eine Behandlung von 
Mäusen ab dem Beginn des Gewichtsverlustes im Rahmen der akuten EAE mit 10 IU/kg i.p. 
einmal täglich (entspricht 9 mg/kg DL-all-rac-α-Tocopherol) einen protektiven Effekt auf den 
klinischen Verlauf, die axonale Morphologie oder die axonale Aufnahme von Dextran Texas 
Red® 3000 im Vergleich zu Vehikel (3% DMSO in 0,9% NaCl) haben könnte. Diese 
Tocopheroldosis wurde gewählt, da sie als gut verträglich und in anderen Kontexten als the-
rapeutisch wirksam beschrieben ist (Berg et al., 2004). Außerdem ist eine höhere Dosierung 
durch die schlechte Löslichkeit des lipophilen Tocopherols in wässriger Lösung und mögliche 
toxische Effekte der verfügbaren Lösungsmittel limitiert.  
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Wie in Abbildung 21 dargestellt, zeigte sich bei der verwendeten Dosis kein therapeutischer 
Effekt von α-Tocopherol weder auf die axonale Morphologie noch auf das Ausmaß der axo-
nalen Farbstoffaufnahme. Allerdings muss betont werden, dass es unklar ist, ob eine therapeu-
tisch prinzipiell wirksame Dosis von Tocopherol überhaupt das ZNS nach einer i.p.-Injektion 
erreicht und ob die gewählte Dosis grundsätzlich ausreichend war. Da allerdings nicht mal 
eine Tendenz zu einem protektiven Effekt festgestellt werden konnte, sondern sich sogar ein 
tendenziell schwererer Verlauf anhand der axonalen Morphologie ergab, wurde dieser Ver-
suchsansatz nicht mehr weiterverfolgt. Daher ist keine Aussage möglich, ob Tocopherol bei 
einer anderen Dosis bzw. anderen Applikationsform nicht doch einen therapeutischen Effekt 
im Rahmen der EAE entfalten könnte. 
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Abbildung 21: Axonale Morphologie und Farbstoffaufnahme im Vergleich von mit α-
Tocopherol oder Vehikel behandelten CerTN-L15-Mäusen mit akuter EAE 
(A) zeigt den Anteil der farbstoffpositiven Axone, (B) die Verteilung der Axone auf die einzelnen Stadien der 
FAD. Es wurden 2 Läsionen (definiert anhand Neurotrace® 435/455-Färbung) pro Tier ausgewertet. Jeweils n = 
7 Tiere in Vehikel- (364 Axone in Stadium 0, 77 Axone in Stadium 1 und 125 Axone im Stadium 2) und 




Zusammenfassend konnte ich in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es im Rahmen der aku-
ten EAE zu einer axonalen Farbstoffaufnahme kommt, die auf die entzündliche Läsion be-
grenzt ist und dass diese mit dem Ausmaß der axonalen Degeneration - definiert anhand der 
FAD-Stadien - zusammenhängt. Neben dem Grad der axonalen Schädigung hing die Wahr-
scheinlichkeit einer axonalen Farbstoffaufnahme auch mit der molekularen Größe der ver-
wendeten Farbstoffe zusammen. Außerdem konnte ich zeigen, dass die Farbstoffaufnahme 
auch in noch myelinisierte Axone und unabhängig vom Axondurchmesser erfolgt. Dass diese 
Beobachtung am fixierten Gewebe auch eine pathophysiologische Relevanz haben könnte, 
lässt sich aus den in-vivo 2-Photonen Ca
2+
-Mikroskopieexperimenten folgern. Diese zeigten, 
dass farbstoffpositive Axone auch eine höhere Wahrscheinlichkeit für eine Störung der intra-
zellulären Ca
2+
-Homöostase aufweisen als farbstoffnegative Axone. Diese Beobachtung bildet 
die Grundlage für die Vermutung eines neuartigen Mechanismus der axonalen Degeneration 
im Kontext entzündlicher ZNS-Schädigung. Den der axonalen Farbstoffaufnahme zugrunde-
liegenden Pathomechanismus konnte ich zwar nicht aufklären, in der nachfolgenden Diskus-
sion sollen aber mögliche Pathomechanismen, eine kritische Bewertung der Methodik und 
potentielle therapeutische Ansätze dargestellt werden. 
 
6.1) Stärken und Limitationen einer Detektion von Schäden der axonalen 
Zellmembran durch intrathekale Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen 
6.1.1) Schlussfolgerungen aus der beobachteten axonalen Farbstoffaufnahme 
Durch die Experimente am fixierten Gewebe konnte ich zeigen, dass die beobachtete Farb-
stoffaufnahme auf den Bereich entzündlicher Läsionen begrenzt und sowohl in der ventral als 
auch dorsal gelegenen weißen Substanz des Rückenmarks nachweisbar ist, was eine rein 
durch die Injektion bedingte traumatische Farbstoffaufnahme in Axone sehr unwahrscheinlich 
macht. Allerdings ist es nicht möglich den genauen Ort der Farbstoffaufnahme und damit der 
Membranläsion zu identifizieren. So ist es beispielsweise denkbar, dass Axone die durch eine 
entzündliche Läsion verlaufen, obwohl sie farbstoffpositiv erscheinen an dieser Stelle über-
haupt nicht geschädigt sind, sondern die zur Farbstoffaufnahme führende 
Membranschädigung an einer anderen Stelle erfolgt und der Farbstoff entlang des Axons dif-
fundiert ist. Entsprechend besteht die Möglichkeit, dass ein im ausgewerteten Bildausschnitt 
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als morphologisch unauffällig erscheinendes Axon im weiteren Verlauf bereits fragmentiert 
ist und dabei den Farbstoff aufgenommen hat, sodass diesem dann ein falsches FAD-Stadium 
zugeordnet hätte werden können. Ein theoretisch denkbarer Ansatz, diese Option auszuschlie-
ßen ist die Verwendung von sogenannten anti-Tubulin Nanobodies. Dabei handelt es sich um 
kleine (≈15 kDa) Antikörperfragmente, die mit Fluoreszenzfarbstoffen wie z.B. Alexa Fluor® 
konjugiert werden können und dann spezifisch an Mikrotubuli binden (Mikhaylova et al., 
2015). Mikrotubuli kommen ubiquitär in Neuronen und deren Fortsätzen vor und sind für 
deren Funktion z.B. im Rahmen axonaler Transportprozesse von entscheidender Bedeutung 
(Sorbara et al., 2014; van den Berg et al., 2017). Durch den Einsatz derartiger anti-Tubulin 
Nanobodies wäre es theoretisch möglich, die Lokalisation der Membranläsionen zu identifi-
zieren, da diese Antikörper direkt an der Eintrittsstelle ins Axon an Mikrotubuli binden wür-
den und sich dort fluoreszenzmikroskopisch nachweisen ließen. Allerdings sind derartige 
Nanobodies noch nicht kommerziell erhältlich und trotz der geringen Größe von ca. 15 kDa  
sind sie immer noch deutlich größer als die von mir verwendeten an Cadaverine oder Dextran 
3000 konjugierten Farbstoffe, sodass die Aussagekraft solcher Experimente beschränkt wäre.   
Alternativ zur Farbstoffaufnahme durch Läsionen der Zellmembran ist prinzipiell auch ein 
endozytotischer Prozess denkbar. Die axonale Zellmembran unterliegt kontinuierlichen Ver-
änderungs- und Anpassungsprozessen im Rahmen derer z.B. Membranproteine wie Ionenka-
näle durch Endozytose von der Zellmembran entfernt bzw. durch Exozytose von Vesikeln in 
diese eingebaut werden. Allerdings erfolgen diese Prozesse unter physiologischen Bedingun-
gen v.a. an der Synapse bzw. im Rahmen von Regenerationsprozessen nach traumatischer 
Schädigung und finden sich im Allgemeinen nicht im Verlauf eines Axons (Hausott und 
Klimaschewski, 2016). Außerdem konnte ich bei einer Farbstoffinkubationszeit von 2 h keine 
nennenswerte Phagozytose des Farbstoffes durch Immunzellen wie z.B. Makrophagen oder 
Mikrogliazellen beobachten. Da auch in der Literatur im Rahmen der EAE keine verstärkte 
endozytotische Aktivität von neuronalen Strukturen beschrieben ist, erscheint eine rein durch 
Endozytose bedingte axonale Farbstoffaufnahme als alleinige Erklärung unwahrscheinlich. In 
einem weiteren Versuch implantierte ich osmotische Minipumpen, die über mehrere Tage 
hinweg Farbstoff intrathekal applizierten. Hier bestand eine starke Farbstoffaufnahme durch 
Immunzellen, während der Anteil farbstoffpositiver Axone vergleichbar mit dem nach 2 h 
Inkubationszeit war, was ebenso gegen eine rein endozytotische Farbstoffaufnahme spricht.  
In unserem Labor wurde ein für die EAE charakteristischer axonaler Degenerationsprozess 
beschrieben, der von einem morphologisch unauffällig erscheinenden Zustand (Stadium 0) 
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über ein Stadium fokaler Schwellungen (Stadium 1) zu einer vollkommenen Fragmentierung 
des Axons (Stadium 2) reicht und als fokale axonale Degeneration (FAD) bezeichnet wird 
(Nikic et al., 2011). Interessanterweise waren Axone im Fragmentationsstadium in meinen 
Experimenten in vielen Fällen farbstoffnegativ, obwohl man annehmen kann, dass gerade 
diese Axone während ihres Degenerationsprozesses einer gewissen Membranschädigung aus-
gesetzt waren. Es ist allerdings unmöglich festzustellen, wann im Rahmen des Krankheitsver-
laufes ein einzelnes Axon fragmentiert ist. Daher besteht die Möglichkeit, dass ein Axon be-
reits deutlich vor der Farbstoffinjektion geschädigt wurde und die dabei entstandenen Memb-
ranläsionen mittlerweile wieder repariert wurden. Eine alternative Erklärung für die geringere 
Rate an farbstoffpositiven Axonen im Stadium 2 ergibt sich aus der Definition des Schwel-
lenwertes. Nach dieser ist es erforderlich, dass ein Axon Farbstoff im Verhältnis zum Umge-
bungssignal anreichert, um als farbstoffpositiv identifiziert werden zu können. Unter der An-
nahme, dass der Farbstoff passiv über Membranschäden in Axone hinein diffundiert, begüns-
tigt die angewandte Definition des Schwellenwertes die Klassifikation von solchen Axonen 
als farbstoffpositiv, die in der Lage waren, ihre Membranläsionen zu reparieren. Hingegen 
würde sich bei persistierenden Membranläsionen tendenziell ein Gleichgewicht zwischen der 
Signalintensität im Axon und der Umgebung ergeben, was die Detektion dieser Axone als 
farbstoffpositiv verhindern würde. Da es plausibel erscheint, dass Axone im Stadium 2 eine 
geringere Regenerationsfähigkeit haben als Axone im Stadium 1 und Membranläsionen daher 
in fragmentierten Axonen länger persistieren, stellt dies eine weitere mögliche Erklärung dar. 
 
6.1.2) Mögliche Mechanismen der Membranschädigung in der akuten EAE 
Prinzipiell sind verschiedene Mechanismen der Schädigung der Axonmembran im Rahmen 
der akuten EAE denkbar. Durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen unterschiedli-
cher Molekülgrößen versuchte ich die Frage zu beantworten, wie groß die vermuteten Memb-
ranläsionen sind und ob dies Rückschlüsse auf den zugrundeliegenden Mechanismus ermögli-
chen würde. Angesichts der Tatsache, dass auch die größeren Farbstoffe wie z.B. Dextran 
Texas Red® 10000 - wenn auch zu einem geringeren Anteil - in Axone aufgenommen wur-
den, erscheint es unwahrscheinlich, dass die Membranläsionen durch einen definierten poren-
bildenden Prozess wie z.B. Perforin oder den MAC des Komplementsystems bedingt sind. In 
diesem Fall, würde man eine annähernd gleich starke Aufnahme von Farbstoffen, die kleiner 
als ein bestimmter Schwellenwert sind und ab Überschreitung desselben keine Farbstoffauf-
nahme mehr erwarten. Einschränkend muss aber angemerkt werden, dass vom Hersteller für 
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die Dextran-konjugierten Farbstoffe nur die maximale Molekülgröße angegeben wird und 
sich die exakte Größe eines einzelnen Farbstoffmoleküls daher nicht bestimmen lässt. So ist 
es z.B. im Falle des Dextran Texas Red® 3000-Farbstoffes möglich, dass auch Farbstoffmo-
leküle mit einer Molekülgröße <3000 Da vorhanden sein können. Daher ist die Definition 
einer exakten Obergrenze der Größe der Membranläsionen mit diesem Ansatz nicht möglich. 
Als wahrscheinlicher erscheint daher, dass die Membranschädigung durch eine ROS/RNS-
induzierte oxidative Schädigung von Membranlipiden bedingt ist, die zur Bildung von freien 
Radikalen wie z.B. 4-Hydroxy-2-nonenal (HNE) und Acrolein führen. Von HNE ist bei-
spielsweise bekannt, dass es zu verstärkter Glutamatexzitotoxizität, Membranschäden, Stö-
rungen der Ca
2+
-Homöostase und schließlich zum Zelltod von Neuronen führen kann 
(Butterfield et al., 2006; Choi et al., 2013). Für Acrolein konnte eine mögliche Rolle auch bei 
der EAE gezeigt werden und es wird als möglicher Mechanismus für eine erhöhte Permeabili-
tät der axonalen Membran im Kontext der EAE diskutiert (Leung et al., 2011; Leung et al., 
2017). Ebenso konnte gezeigt werden, dass es auch in MS-Läsionen zur Oxidation von 
Membranlipiden kommt und dass dies mit dem Ausmaß der axonalen Degeneration und Ent-
zündungsreaktion korreliert (Haider et al., 2011). Auch bei anderen neurodegenerativen Er-
krankungen wie z.B. Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson ist eine Beteiligung von 
Lipidperoxidationsprodukten wie z.B. 4-HNE und Acrolein beschrieben (Citron et al., 2016).  
Um die möglichen Effekte einer exogenen Applikation von ROS auf die axonale Farbstoff-
aufnahme zu untersuchen, superfundierte ich in in-vivo Experimenten das Rückenmark mit 
100 mM Wasserstoffperoxid (H2O2) in aCSF und injizierte nach 90 Minuten H2O2-
Applikation 0,5 µl Alexa Fluor® 594 Cadaverine intrathekal. Hierdurch konnte allerdings nur 
inkonstant und in Einzelfällen eine axonale Farbstoffaufnahme induziert werden, sodass auf 
eine ausführliche quantitative Auswertung dieses Experimentes verzichtet wurde. Verände-
rungen der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration und der Morphologie von Axonen konnten 
analog zu vorherigen Experimenten in unserem Labor (Nikic et al., 2011) aber auch von mir 
nachgewiesen werden. Zu diesem Experiment ist allerdings anzumerken, dass H2O2 ein ver-
hältnismäßig wenig reaktives Molekül darstellt, dessen oxidatives Schädigungspotenzial viel-
leicht nicht ausreichend ist, um die Axonmembran derartig schwer zu schädigen, dass eine 
Farbstoffaufnahme induziert werden kann. Anknüpfend an meine Experimente konnte aber in 
unserem Labor gezeigt werden, dass durch die direkte Applikation von Pyrogallol (1, 2, 3-
Trihydroxybenzol), einem starken Oxidationsmittel, das als Donor von Superoxidanionen 
wirkt (Park et al., 2007), auf das Rückenmark von gesunden CerTN-L15-Mäusen sowohl ein 
Anstieg der axonalen Ca
2+
-Konzentration und morphologische Veränderungen analog zur 
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FAD als auch eine Aufnahme von Alexa Fluor® 594 Cadaverine in Axone induziert werden 
konnte. Außerdem konnten diese durch Pyrogallol induzierten Effekte durch die Gabe von 
Superoxiddismutase zumindest teilweise blockiert werden (Experimente durchgeführt von 
Maarten Witte). Dies unterstützt zusätzlich unsere Vermutung, dass die axonale Farbstoffauf-
nahme durch eine oxidative Schädigung bedingt sein könnte. 
Wie bereits angedeutet kommen auch andere Mechanismen wie z.B. Perforin oder der MAC 
des Komplementsystems infrage, die potentiell zur Bildung von Membranläsionen führen 
können. Sowohl Perforin (Howe et al., 2007; Beeston et al., 2010) als auch dem Komplement-
system (Nataf et al., 2000; Hu et al., 2012) werden gelegentlich eine Beteiligung an der EAE 
zugeschrieben, auch wenn die Evidenz hierfür deutlich geringer ist als für die Rolle von 
ROS/RNS. Obwohl es angesichts der Beobachtung aus meinen Experimenten am fixierten 
Gewebe, dass Farbstoffe verschiedener Größen in unterschiedlichem Ausmaß und nicht wie 
bei einer Membranpore definierter Größe zu erwarten gleich stark in Axone aufgenommen 
wurden, unwahrscheinlich erschien, dass Perforin oder der MAC dieses Ergebnis erklären 
könnten, kreuzten wir Perforin- bzw. C5-Komplement-defiziente Mäuse mit unseren CerTN-
L15-Mäusen. In einem analogen Versuchsaufbau wurde den Tieren 2 µl Dextran Texas Red® 
3000 intrathekal injiziert. Bei der Auswertung zeigte sich kein Unterschied zwischen Perfo-
rin- bzw. C5-defizienten CerTN-L15-Mäusen und Wildtyp CerTN-L15-Mäusen weder in Be-
zug auf den Anteil der farbstoffpositiven Axone noch hinsichtlich der Verteilung der Axone 
auf die einzelnen FAD-Stadien (Experimente durchgeführt von Maarten Witte). Es bleibt also 
festzuhalten, dass die von mir beobachtete axonale Farbstoffaufnahme am ehesten durch eine 
oxidative Schädigung und nicht durch Perforin oder das Komplementsystem bedingt ist.  
 
6.1.3) Dynamik der Entstehung und Reparatur von Membranläsionen 
In Vorarbeiten zu meinem Projekt konnte durch in-vivo 2-Photonen-Mikroskopie die ausge-
prägte zeitliche Dynamik der axonalen Ca
2+
-Konzentration und dessen Bedeutung für das 
weitere Schicksal der Axone über Zeit gezeigt werden. Um ähnliche Rückschlüsse über die 
zeitliche Dynamik der Entstehung und Reparatur von Membranläsionen ziehen zu können, 
entwickelte ich einen Versuchsaufbau mit einer sequentiellen intrathekalen Injektion von zwei 
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen identischer Molekülgröße in vierstündigem Abstand bei 
CFP-5-Mäusen. Hierbei zeigte sich, dass es durchaus ein gewisses Reparaturpotential von 
Membranschäden gibt, diese aber auch über mehrere Stunden hinweg persistieren können. 
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Aus diesem Experiment kann man aber lediglich folgern, dass Axone, die positiv für den ers-
ten Farbstoff (Dextran Texas Red® 3000) sind, diesen zu einem nicht näher bestimmbaren 
Zeitpunkt innerhalb des fünfstündigen Beobachtungszeitraums aufgenommen haben und so-
mit schon aufgrund der längeren Inkubationszeit ein höherer Anteil Dextran Texas Red® 
3000-positiver Axone im Vergleich zum zweiten Farbstoff (Dextran FITC 3000) zu erwarten 
ist. Eine weitere Limitation war, dass die zweite Farbstoffinjektion wahrscheinlich traumati-
scher war als die erste, da der Subarachnoidalraum bereits durch die erste Injektion eröffnet 
wurde und die Dura mater dem Rückenmark in der Folge direkt auflag, sodass eine gewisse 
Schädigung des Rückenmarks bei der zweiten Farbstoffinjektion nicht vermeidbar war. Au-
ßerdem ist zu bedenken, dass bei der Konfokalmikroskopie neben den beiden injizierten Fluo-
reszenzfarbstoffen auch die endogene CFP-Färbung sowie die Darstellung der Immunzellin-
filtration mittels Neurotrace® 640/660 vorlagen, sodass „Bleed-through“-Artefakte zwischen 
den einzelnen Detektorkanälen trotz sorgfältiger Mikroskopeinstellungen nicht zu vermeiden 
waren und diese die Auswertung des Experiments erschwerten. Trotz all dieser Einschrän-
kungen legen unsere Daten aber ein gewissen Reparaturpotenzials von Membranläsionen im 
Kontext der EAE zumindest nahe. 
Mit Ausnahme einer anderen Arbeit, die Schädigungen der Axonmembran im Rahmen ent-
zündlicher ZNS-Erkrankungen nachweisen konnte, ist in diesem Kontext wenig über die zu-
grundeliegenden Mechanismen und die dadurch bedingten Folgen bekannt (Leung et al., 
2017). Daher werden im Folgenden Beobachtungen aus Modellen traumatischer ZNS-
Läsionen beschrieben, deren Übertragbarkeit auf entzündliche Prozesse aber nicht vorausge-
setzt werden kann. In Modellen traumatischer ZNS-Schädigung konnte gezeigt werden, dass 
Axone ein gewisses Potenzial zur Reparatur von Membranschäden besitzen. Bemerkenswer-
terweise hängt dieses Regenerationspotenzial auch vom Ausmaß der durch die initiale Schä-
digung induzierten Erhöhung der axonalen Ca
2+
-Konzentration ab und davon wie schnell die 
Zelle es schafft, diese wieder auf ein physiologisches Niveau zu reduzieren (Williams et al., 
2014). Die initiale Reparatur von Membranläsionen erfolgt durch die Fusion von Vesikeln, 
die entlang von Mikrotubuli in Axonen transportiert werden, mit der geschädigten Zellmemb-
ran, wobei dieser Prozess durch den plötzlichen Anstieg der intrazellulären Ca
2+
-
Konzentration ausgelöst wird (Tuck und Cavalli, 2010). Es ist für die Regeneration eines 
Axons aber entscheidend diese initiale Erhöhung der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration zeit-
lich zu begrenzen, da es sonst u.a. zur Aktivierung der Ca
2+
-abhängigen Protease Calpain 
kommt, die eine Degradation des Zytoskeletts bewirkt. Entsprechend konnte auch die Inhibi-
tion von Calpain die Degeneration von Axonen nach traumatischer Schädigung positiv beein-
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flussen (Williams et al., 2014; Kerschensteiner et al., 2005). Da auch in MS-Läsionen die 
Transsektion von Axonen gezeigt werden konnte, erscheint es denkbar, dass sich die Erkennt-
nisse zur Pathophysiologie traumatischer Axonschädigung zumindest teilweise auch auf die 
EAE bzw. die MS übertragen lassen (Trapp et al., 1998; Dziedzic et al., 2010).  
Da die Schädigung von Axonen ein wesentlicher Faktor für das Ausmaß der Behinderung im 
Rahmen der MS ist und diese im ZNS oft irreversibel ist, ist es von hoher therapeutischer Re-
levanz diesen Degenerationsprozess möglichst frühzeitig zu stoppen (Dutta und Trapp, 2007). 
Eine mögliche therapeutische Option zur Reparatur von Membranläsionen bietet die Anwen-
dung von Polyethylenglykol, was in erster Linie bei traumatischen Rückenmarksläsionen aber 
zuletzt auch in der EAE erfolgreich eingesetzt wurde (Shi und Borgens, 2000; Leung et al., 
2017). Auch im Kontext einer ischämischen Permeabilitätserhöhung der Blut-Hirn-Schranke 
konnte durch den Einsatz von Poloxamer 188, einem Surfactant-Copolymer, eine Reduktion 
neurologischer Folgeerscheinungen gezeigt werden, die u.a. den Wirkungen dieser Verbin-
dungen auf die Reparatur von Membranläsionen zugeschrieben wurden (Gu et al., 2013).     
 




6.2.1) Simultane Detektion des Ca
2+
- und Farbstoffsignals 
Eine technische Schwierigkeit bei den in-vivo Experimenten im Rahmen der hier vorliegen-
den Arbeit war die Anforderung, zeitgleich sowohl mithilfe eines FRET-basierten Sensors 
quantitativ die Ca
2+
-Konzentration in einem Axon zu bestimmen als auch das Farbstoffsignal 
zu detektieren. Hierzu waren verschiedene Anpassungen des Versuchsaufbaus erforderlich. 
Erstens mussten speziell angefertigte wellenlängenabhängige Emissionsfilter für Cerulean 
(455-490 nm), Citrine (526-557 nm) und den injizierten Farbstoff (660-740 nm) verwendet 
werden. Außerdem musste der injizierte Farbstoff von seinem Exzitationsspektrum so gewählt 
werden, dass er sich auch noch mit einer Wellenlänge von 840 nm, welche zur FRET-
basierten Messung der Ca
2+
-Konzentration besonders gut geeignet ist, ausreichend stark anre-
gen lässt, ohne zugleich einen zu starken „Bleed-through“-Effekt in die anderen Kanäle zu 
verursachen. Aufgrund dieser Anforderungen wurde Alexa Fluor® 594 Cadaverine als Farb-
stoff gewählt, da er sowohl die kleinste Molekülgröße aufwies und so die höchste Sensitivität 
für die Detektion möglicher axonaler Membranläsionen erwarten ließ als auch bei 840 nm 
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über eine 1-Photonen-Anregung ein ausreichend starkes Signal lieferte. Jedoch ist diese deut-
lich schwächer als bei der Konfokalmikroskopie, bei der eine Anregung im Optimum des Ex-
zitationsspektrums möglich ist, sodass bei den in-vivo Experimenten eine geringere Sensitivi-
tät zu erwarten war. Entsprechend ergab sich im Vergleich zum fixierten Gewebe auch nur ein 
um ca. 1/3 geringerer Anteil farbstoffpositiver Axone. Dennoch konnte ich zeigen, dass Axo-
ne mit einer erhöhten Ca
2+
-Konzentration mit einer höheren Wahrscheinlichkeit Farbstoff 
aufnehmen als Axone mit einer physiologisch niedrigen Ca
2+
-Konzentration. Für eine Diskus-
sion der Ursachen und Effekte dieser Ca
2+
-Dysregulation sei auf Seite 79 verwiesen. 
Zur validen Interpretation des Ca
2+
- sowie des Farbstoffsignals waren mathematische Korrek-
turen für „Bleed-through“-Artefakte und Hintergrundsignale erforderlich, die experimentell 
bestimmt werden mussten und zu den auf Seite 48 dargestellten Gleichungen führten. Außer-
dem ist es denkbar, dass das Ca
2+
-Sensorprotein selber durch die Injektion des Fluoreszenz-
farbstoffes beeinflusst wird. Jedoch zeigten sich sowohl in gesunden Kontroll- als auch in 
EAE-Tieren YFP/CFP-Ratios, die vergleichbar mit Experimenten ohne Farbstoffinjektion 
waren, sodass trotz Farbstoffinjektion eine valide Auswertung des Ca
2+
-Signals möglich ist.  
 
6.2.2) Interpretation des Ca
2+
-Signals und Limitationen FRET-basierter Ca
2+
-Sensoren 
Um die Messergebnisse richtig interpretieren zu können, ist ein Verständnis der Funktions-
weise und Eigenschaften des CerTN-L15-Sensors erforderlich. Die Erstbeschreibung dieses 
Sensors erfolgte in Zellkultur von Hippocampusneuronen und es konnte in-vitro gezeigt wer-
den, dass es bei der Depolarisation der Zellen durch Applikation einer 10 mM Kaliumlösung 
entsprechend des FRET-Effektes zu einer Abnahme der Emission des Donorfluorophores bei 
gleichzeitiger Zunahme der Emission des Akzeptorfluorophores kam. Der umgekehrte Effekt 
zeigte sich nach Bindung des freien extrazellulären Ca
2+
 durch EGTA (Heim et al., 2007). 
Auch in unserem Labor konnten wir zeigen, dass durch die Gabe von H2O2 morphologische 
Schädigungen von Axonen und ein Anstieg der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration auch in-
vivo induzierbar sind und dass sich das CerTN-L15-Signal durch die Verwendung eines Ca
2+
-
freien aCSF entsprechend beeinflussen lässt (Experimente von Adrian-Minh Schumacher und 
Christoph Mahler). Nachdem Heim et al. zusätzlich nachweisen konnten, dass die Expression 
des Sensors in Neuronen über viele Monate hinweg stabil bleibt und die Expression durch den 
neuronenspezifischen Promoter Thy1 reguliert wird, ist davon auszugehen, dass es sich bei 
dem gemessenen Signal wirklich um ein Korrelat der axonalen Ca
2+
-Konzentration handelt.    
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Die Eigenschaften von FRET-basierten Sensoren werden im Wesentlichen durch die Disso-
ziationskonstante Kd und die fraktionelle Änderung der YFP/CFP-Ratio (ΔR/R) charakteri-
siert. Hierbei stellt Kd ein Maß für die Affinität des Sensors für Ca
2+
 dar und entspricht der 
Ca
2+
-Konzentration, bei der die Hälfte der Sensormoleküle mit Ca
2+
 beladen ist. Der Kd für 
den CerTN-L15-Sensor beträgt ca. 1,2 µM Ca
2+
 (Heim et al., 2007). Prinzipiell kann man 
sagen, dass je niedriger der Kd-Wert eines Sensors ist, desto höher ist dessen Sensitivität, aber 
desto länger ist auch die Zeitdauer bis zum Abklingen des Signals, sodass kleine schnelle Än-
derungen der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration besser mit Sensoren mit einem hohen Kd-
Wert und entsprechend niedriger Affinität zu detektieren sind (Grienberger und Konnerth, 
2012). Es ist allerdings wichtig festzuhalten, dass jeder Ca
2+
-Indikator auch als exogener 
Ca
2+
-Puffer wirkt und dadurch die Ca
2+
-Dynamik in der Zelle selber beeinflusst, wobei dieser 
Effekt für Sensoren mit niedrigem Kd-Wert stärker ausgeprägt ist (Neher und Augustine, 
1992). Mit seinem Kd-Wert liegt der CerTN-L15-Sensor zwar deutlich höher als manche or-
ganische Ca
2+
-Indikatoren, ist aber für die vorliegende Arbeit ausreichend sensitiv und beein-
flusst die Ca
2+
-Pufferkapazität der Zellen weniger. Die ΔR/R entspricht der Amplitude des 
Ca
2+
-Signals und ergibt sich als Quotient der maximalen Änderung der YFP/CFP-Ratio zur 
YFP/CFP-Ratio im Ruhezustand. Prinzipiell ist eine große ΔR/R wünschenswert, da so auch 
geringere Änderungen der Ca
2+
-Konzentration mit einer detektierbaren Signaländerung ein-
hergehen. In der Erstbeschreibung ist der ΔR/R-Wert mit 70-95% im Verhältnis zu anderen 
Sensoren zwar relativ gering (Heim et al., 2007), zeigte aber in meinen Versuchen deutlich 
stärkere Veränderungen des FRET-Signals (bis zum vierfachen), sodass diese für die Frage-
stellung dieser Arbeit ausreichend war. Dieser hohe ΔR/R-Wert konnte aber auch in anderen 
Experimenten in unserem Labor gemessen werden und ist möglicherweise dadurch bedingt, 
dass bei Heim et al. die Messung am Kortex und bei uns am Rückenmark erfolgte und somit 
ein unterschiedliches Signal-Rausch-Verhältnis vorgelegen haben könnte (Heim et al., 2007). 
Man kann sich die Frage stellen, ob durch die bekannten Eigenschaften des verwendeten 
FRET-Sensors nicht auch eine exakte Quantifizierung der intraaxonalen Ca
2+
-Konzentration 
möglich ist. Hierzu muss allerdings einschränkend angemerkt werden, dass sich die Eigen-
schaften des Sensors zwischen in-vitro und in-vivo Anwendung unterscheiden, da diese u.a. 
vom pH-Wert, der Temperatur oder der Magnesiumkonzentration abhängen (Grienberger und 
Konnerth, 2012). Daher wurde keine exakt bestimmbare Ca
2+
-Konzentration als Schwellen-
wert für Axone mit erhöhtem Ca
2+
 festgelegt, sondern dieser Schwellenwert als Mittelwert der 
Kontrollpopulation + 3 SD definiert. Diese robustere Definition ermöglicht zwar eine sichere 





lerdings ist es auch möglich, dass Axone mit nur geringfügig erhöhtem Ca
2+
 fälschlicherweise 
der Gruppe von Axonen mit physiologisch niedriger Ca
2+
-Konzentration zugeordnet werden.   
Mit zunehmender Verbreitung genetisch kodierter Ca
2+
-Sensoren sind auch Fälle beschrieben 
worden, bei denen die konstitutive Expression dieser Moleküle mit der normalen Funktion 
von Zellen interferierte. So führte z.B. die dauerhafte Expression von G-CaMP2 in 
Kardiomyozyten zur Entwicklung einer Kardiomyopathie (Direnberger et al., 2012). Aller-
dings konnte gezeigt werden, dass die Expression des Sensorproteins TN-XXL, von dem sich 
auch der CerTN-L15-Sensor ableitet, auch langfristig Anatomie, Physiologie und das geneti-
sche Expressionsmuster in diversen Organen einschließlich des ZNS nicht wesentlich beein-
flusst (Direnberger et al., 2012). 
 
6.2.3) Verbesserungsmöglichkeiten und Weiterentwicklungen von Ca
2+
-Sensoren 
Obwohl es in meiner Arbeit primär darum ging zu zeigen, dass eine axonale Farbstoffauf-
nahme oft auch mit einer Störung der Ca
2+
-Regulation einhergeht, ist gerade mit Blick auf die 





 stammt, eine bessere räumliche und zeitliche Auflösung des FRET-Signals wünschens-
wert. Durch eine verbesserte räumliche Auflösung wäre es vielleicht möglich Ca
2+
-
Konzentrationsgradienten innerhalb eines Axons darzustellen und so lokale Störungen der 
Ca
2+
-Homöostase auf ein bestimmtes subzelluläres Kompartiment oder Läsionen der Zell-
membran zurückzuführen. Bei meinen Versuchen mikroskopierte ich Läsionen im Rücken-
mark nur zu einem einzelnen Zeitpunkt und nicht im Zeitverlauf. Durch die kontinuierliche 
Mikroskopie einer einzelnen Läsion wäre es eventuell möglich, die Entstehung von Memb-
ranläsionen anhand der Farbstoffaufnahme direkt zu beobachten und somit die Frage zu be-
antworten, ob deren Entstehung Folge oder Auslöser der beobachteten Ca
2+
-Dysregulation ist. 
Auch weitere Erkenntnisse darüber, wo genau diese Läsionen – z.B. im Bereich fokaler 
Schwellungen oder der Ranvier’schen Schnürringe - entstehen, wären dadurch vielleicht 
ebenfalls zu gewinnen. Allerdings würde dies zu einer relevanten Exposition des Gewebes 
gegenüber dem energiereichen Laser führen, sodass fototoxische Effekte denkbar wären. 
Kurzzeitige und lokalisierte Veränderungen der Ca
2+
-Leitfähigkeit in Neuronen und Astrozy-
ten sind die Grundlage von synaptischer Plastizität, neuronalen Aktionspotenzialen und der 
Regulation des zerebralen Blutflusses (Bazargani und Attwell, 2016; Novkovic et al., 2015). 
Auch für neurodegenerative Erkrankungen wie z.B. Morbus Alzheimer, fragiles X-Syndrom 
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oder Erkrankungen des autistischen Spektrums sind Störungen neuronaler Ca
2+
-Signale be-
kannt, die zu kognitiven Defiziten durch die gestörte synaptische Plastizität und zu subklini-
scher neuronaler Hyperexzitabilität führen können (Hall et al., 2015; Siskova et al., 2014; 
Zhang et al., 2014). Auch bei MS-Patienten bestehen in bis zu 70% der Fälle kognitive Defi-
zite, die v.a. das Kurzzeitgedächtnis, Aufmerksamkeit und die Bildung neuer deklarativer 
Gedächtnisinhalte betreffen (Cotter et al., 2016). Diese Beobachtung lässt sich auch mit einer 
veränderten synaptischen Plastizität im Hippocampus bei EAE-Tieren in Verbindung bringen 
(Novkovic et al., 2015). Allerdings erfolgen z.B. die an der Gedächtnisbildung beteiligten 
Ca
2+
-Signale derartig schnell, dass sie aufgrund der langsamen Kinetik bislang nicht mit 
FRET-basierten Ca
2+
-Indikatoren aufgelöst werden konnten. So beträgt beispielsweise die 
Zeitkonstante für den Abfall eines Glutamat-induzierten Ca
2+
-Signals für den CerTN-L15-
Sensor in Dendriten ca. 0,7 s bzw. am Soma sogar ca. 1,6 s, was viel zu langsam ist, um ein-
zelne Aktionspotentiale auflösen zu können (Heim et al., 2007). Allerdings wurden mittler-
weile sogenannte „Twitch“-Sensoren entwickelt, die auf dem FRET-basierten TN-XXL-
Sensor basieren, aber Zeitkonstanten von nur 160 ms bei einer optimierten ΔR/R aufweisen 
und auch bereits in der EAE angewendet wurden (Thestrup et al., 2014; Kyratsous et al., 
2017). Diese könnten hilfreich sein, um kurzzeitige Fluktuationen in der axonalen Ca
2+
-
Konzentration zu detektieren und deren Relevanz für die EAE bzw. die MS zu untersuchen.    
 
6.3) Potentielle Ursachen und Folgen der gestörten axonalen Ca
2+
-
Homöostase im Rahmen der akuten EAE 
Der Ca
2+
-Haushalt einer Zelle wird streng reguliert und der steile Konzentrationsgradient von 
ca. 1:10.000 zwischen Intra- und Extrazellularraum wird durch den aktiven Transport von 
Ca
2+
 in intrazelluläre Speicher wie z.B. Mitochondrien oder das endoplasmatische Retikulum 
sowie den Transport in den Extrazellularraum aufrechterhalten (Krebs et al., 2015). Dieser 
steile Konzentrationsgradient ist von essentieller Bedeutung für die Funktion von Zellen, da 
eine schnelle Erhöhung der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration eine entscheidende Rolle in 
allen Zelltypen wie z.B. bei der Auslösung der Kontraktion von Herz- und Skelettmuskelzel-
len, der Regulation des Zellzyklus und der Exozytose von neurotransmitterhaltigen Vesikeln 





6.3.1) Mögliche Ursachen der erhöhten intraaxonalen Ca
2+
-Konzentration 
Über die vergangenen Jahre hinweg ist eine große Vielzahl an Studien veröffentlicht worden, 
die eine zentrale Rolle einer gestörten Ca
2+
-Regulation im Rahmen der pathophysiologischen 
Veränderungen der EAE nachweisen konnten (Stirling und Stys, 2010). Durch den Anstieg 
der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration kann es zur irreversiblen Schädigung von Axonen 
kommen, die einerseits durch die Aktivierung von Ca
2+
-abhängigen Phospholipasen und 
Proteasen wie z.B. Calpain und andererseits durch Störungen der oxidativen Phosphorylie-
rung in Mitochondrien und die Bildung von freien Radikalen bedingt sein kann (Williams et 
al., 2014; Stirling und Stys, 2010). Diese axonale Schädigung ist im Krankheitsverlauf pro-
gredient und ist eine der Hauptursachen für das Ausmaß der Behinderung von MS-Patienten 
(Ontaneda et al., 2017). Ob das für die Zellschädigung ursächliche Ca
2+
 aber aus intrazellulä-
ren Speichern stammt oder aus dem Extrazellularraum in das Axon gelangt, ist bislang noch 
ebenso wenig bekannt wie die Ursachen für die beschriebenen Störungen der Ca
2+
-
Homöostase. Neben einem Einstrom von Ca
2+
 entsprechend des Konzentrationsgradienten 
von extra- nach intrazellulär über Ionenkanäle oder im pathologischen Kontext über Memb-
ranläsionen verfügen Neurone auch über diverse intrazelluläre Ca
2+
-Speicher wie z.B. Mito-
chondrien und das endoplasmatische Retikulum (ER), die als potentielle Ca
2+
-Quellen infrage 
kommen. Versuche aus unserem Labor zur Komplexion von extrazellulärem Ca
2+
 mit EGTA 
sowie mit Ca
2+
-Sensoren am ER legen jedoch einen extrazellulären Ursprung nahe (Experi-
mente von Christoph Mahler und Alexander Scheiter). Neben dem durch meine Experimente 
vermuteten, möglicherweise durch oxidative Schädigung bedingten Membranläsionen, stellt 
Abbildung 22 eine Auswahl weiterer möglicher Mechanismen der Erhöhung der intraaxona-
len Ca
2+
-Konzentration dar. Von den dargestellten Ca
2+
-leitfähigen Strukturen werden insbe-




-Austauscher (NCX) mit der 




Abbildung 22: Potentielle Mechanismen der intraaxonalen Ca
2+
-Konzentrationserhöhung 




beschrieben, die auch potentiell für die 
beobachteten Störungen der Ca
2+
-Konzentration im Rahmen der EAE verantwortlich sein könnten wie z.B. 





NCX und spannungsgesteuerte Ca
2+
-Kanäle. Außerdem ist ein Ca
2+
-Einstrom von extra- nach intrazellulär über 
durch ROS/RNS- oder Phospholipasen-bedingte Membranläsionen denkbar. Auch Mitochondrien und das endo-
plasmatische Retikulum (ER) kommen als intrazelluläre Ca
2+
-Speicher als potentielle Mechanismen der intraa-
xonalen Ca
2+
 Konzentrationserhöhung infrage.  
 
Zu den wichtigsten Mechanismen, denen eine Beteiligung bei der inflammatorischen Schädi-
gung von Axonen zugeschrieben wird, gehören die Bildung von ROS/RNS sowie die Dys-
funktion von Mitochondrien, die über einen intrazellulären ATP-Mangel zu einem Zusam-
menbruch des Membranpotenzials sowie zur Aktivierung bzw. gestörten Funktion von Ionen-
kanälen führen können (Trapp und Stys, 2009; Nikic et al., 2011). Diese Mechanismen sollen 
im Weiteren näher erläutert und bezüglich ihrer Relevanz für die Störungen des axonalen 
Ca
2+





6.3.2) Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies 
ROS/RNS werden im Rahmen akuter Entzündungsreaktion durch Immunzellen wie Makro-
phagen oder Mikrogliazellen produziert (Nikic et al., 2011). So konnte in unserem Labor ge-
zeigt werden, dass durch die exogene Applikation von reaktiven Verbindungen wie z.B. 
Stickstoffmonoxid (NO) oder H2O2 ein der EAE analoger axonaler Degenerationsprozess 
auslösbar ist. Entsprechend führte auch die Behandlung mit einer Kombination verschiedener 
ROS-/RNS-Scavengern zu einer deutlichen Reduktion der H2O2- und NO-induzierten axona-
len Schädigung und hatte auch in der EAE einen protektiven Einfluss auf Axone (Nikic et al., 
2011).  
In einem ersten Experiment konnte ich durch H2O2-Applikation auf das Rückenmark lediglich 
die von Nikic et al. beschriebenen Veränderungen der axonalen Morphologie und bei einem 
großen Anteil der Axone eine Erhöhung der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration aber keine 
axonale Farbstoffaufnahme induzieren. Daraufhin untersuchte ich in einem weiteren Versuch, 
ob sich durch die Behandlung der Tiere mit der beschriebenen ROS-/RNS-Scavenger-
Kombination ein positiver Effekt auf die Störungen des axonalen Ca
2+
-Haushalts im Rahmen 
der akuten EAE erzielen lässt. Dabei erfolgten analog zur Originalpublikation ab dem Tag des 
Gewichtsverlustes zu Beginn der klinischen EAE-Symptome zweimal täglich i.p. Injektionen 
der ROS-/RNS-Scavenger bzw. des Vehikels und die Tiere wurden 2-3 Tage nach Erstmani-
festation klinischer Symptome für in-vivo Ca
2+
-Mikroskopieexperimente verwendet. In die-
sem Vorexperiment erfolgte keine Farbstoffinjektion. Es zeigte sich aber erstaunlicherweise 
weder für die axonale Morphologie noch für die axonale Ca
2+
-Konzentration ein signifikanter 
Unterschied zwischen Vehikel- und Therapiegruppe. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in 




















































Abbildung 23: Effekte einer Behandlung mit ROS/RNS-Scavengern auf die axonale Morpholo-
gie und den axonalen Ca
2+
-Haushalt 
(A) zeigt den Anteil an Axonen in den einzelnen FAD-Stadien für die ROS/RNS-Scavenger- und Vehikelgruppe. 
(B) zeigt den Anteil der Axone mit erhöhter Ca
2+
-Konzentration für die Therapie- und Vehikelgruppe. n = 5 
Tiere für Therapie- (324 Axone im Stadium 0, 58 Axone im Stadium 1 und 68 Axone im Stadium 2) bzw. n = 6 
Tiere für Vehikelgruppe (353 Axone im Stadium 0, 75 Axone im Stadium 1 und 110 Axone im Stadium 2).  
 
Eine mögliche Erklärung für dieses überraschende Ergebnis könnte sein, dass in meinen Ver-
suchen nur solche Läsionen für die Mikroskopie ausgewählt wurden, die Auffälligkeiten der 
Axonmorphologie aufwiesen. Daher ist es vorstellbar, dass durch die Behandlung mit ROS-
/RNS-Scavengern zwar die Aktivität und damit einhergehend die Dysregulation der axonalen 
Ca
2+
-Konzentration einer einzelnen, akuten Läsion nicht beeinflusst wird, aber die gesamte 
Läsionslast im Rückenmark rückläufig ist und so dennoch ein therapeutischer Effekt besteht. 
So konnten Nikic et. al. im fixierten Gewebe u.a. zeigen, dass durch die Behandlung mit 
ROS/RNS-Scavengern die Infiltration mit Immunzellen reduziert wird und die Größe der Lä-
sionen abnimmt (Nikic et al., 2011). Dies liegt darin begründet, dass ROS/RNS zusätzlich 
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auch immunmodulatorische Wirkungen haben (Valko et al., 2007). Allerdings war es bei 
meinen in-vivo Experimenten nicht möglich, die Größe der entzündlichen Läsionen ohne eine 
zeitgleiche Anfärbung der Immunzellen zu erfassen. Außerdem handelt es sich bei ROS/RNS 
um eine sehr heterogene Familie diverser reaktiver Verbindungen und es ist bislang nicht be-
kannt, welche von diesen die höchste pathophysiologische Relevanz für entzündliche ZNS-
Erkrankungen besitzen. Wie bereits beschrieben konnte durch H2O2 keine axonale Farbstoff-
aufnahme induziert werden, während dies durch die Applikation des Superoxidanionendonors 
Pyrogallol reproduzierbar möglich ist. So ist es vorstellbar, dass durch die Behandlung mit 
dem von mir verwendeten ROS/RNS-Scavengern nur ein Teil der pathophysiologisch rele-
vanten Radikale neutralisiert werden konnte, während eine axonale Schädigung durch andere 
reaktive Verbindungen nach wie vor möglich war. Insbesondere die Experimente mit Pyrogal-
lol lassen die Vermutung zu, dass ROS/RNS trotz des nicht erfolgreichen Therapieexperi-
ments durchaus eine Rolle bei der Störung der axonalen Ca
2+
-Homöostase und der Entstehung 
von Membranläsionen im Rahmen der EAE haben könnten.   
Der Pathomechanismus über den ROS/RNS zu einer Schädigung von Axonen führen ist noch 
nicht abschließend geklärt. Eine mögliche Erklärung stellt die oxidative Schädigung von 
Membranlipiden durch diese Radikale dar. Besonders durch die Oxidation von gesättigten 
Fettsäuren kommt es zu Veränderungen der Membranfluidität und die dabei entstehenden 
Oxidationsprodukte wirken entweder selber als Radikale oder führen zur Bildung weiterer 
noch toxischerer Radikale (de la Haba et al., 2013). Auch in MS-Läsionen konnte eine Oxida-
tion von Membranlipiden nachgewiesen werden, die auf die Bildung von ROS/RNS durch T-
Lymphozyten und Makrophagen bzw. Mikrogliazellen im Rahmen der akuten Entzündungs-
reaktion zurückgeführt wird (Haider et al., 2011; van Horssen et al., 2011). Zusätzlich wurde 
in der EAE eine erhöhte axonale Membranpermeabilität gezeigt, die von den Autoren mit 
einer oxidativen Membranschädigung in Zusammenhang gebracht wird (Leung et al., 2017) 
Superoxidanionen zählen zu den reaktiven Verbindungen, die im Rahmen einer akuten Ent-
zündungsreaktion von Immunzellen wie z.B. aktivierten Mikrogliazellen gebildet werden (Wu 
et al., 2012). Da sich durch den Superoxidanionendonor Pyrogallol sowohl eine axonale Farb-
stoffaufnahme als auch eine axonale Degeneration analog der FAD induzieren ließ und sich 
dieser Effekt durch die Behandlung mit Superoxiddismutase teilweise blockieren lässt, er-
scheint es möglich, dass die beobachtete axonale Farbstoffaufnahme durch eine oxidative 
Membranschädigung bedingt sein könnte. Ebenso konnten Veränderungen in der Aktivität der 
Superoxiddismutase auch mit verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. 
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Morbus Alzheimer oder amyotropher Lateralsklerose in Verbindung gebracht werden (Kirby 
et al., 2011; Flynn und Melov, 2013). 
In engem inhaltlichen Zusammenhang mit der schädigenden Wirkung von ROS/RNS auf 
Axone in der akuten EAE steht deren Effekt auf Mitochondrien. Mitochondrien sind durch die 
oxidative Phosphorylierung von ATP entscheidend für die Energieversorgung von Zellen. 
Dabei kommt es jedoch zu einer konstanten Bildung von ROS, die bei einer die antioxidativen 
Kapazitäten der Zelle übersteigenden Bildung zu oxidativem Stress und Störungen der Zell-
funktion führen können (Witte et al., 2014). In einem histopathologischen Subtyp von akuten 
MS-Läsionen (Typ III oder „hypoxia-like“ Läsionen) konnten Dysfunktionen von Mitochond-
rien in Axonen, Oligodendrozyten und Astrozyten gezeigt werden, wobei diese auf die Pro-
duktion von ROS durch aktivierte Immunzellen wie Makrophagen oder Mikroglia zurückge-
führt werden konnte (Lassmann et al., 2001; Nikic et al., 2011; Fischer et al., 2012). 
 
6.3.3) Weitere potentielle Erklärungsansätze:  
Eine gestörte Funktion von Mitochondrien konnte schon in mehreren Publikationen mit neu-
rodegenerativen Veränderungen im Rahmen der EAE bzw. MS in Verbindung gebracht wer-
den (Friese et al., 2014; Witte et al., 2014). Langfristig kommt es zu einem intrazellulären 
Energiemangel, da die ATP-Produktion durch die geschädigten Mitochondrien nicht mehr 
ausreicht, um den durch die Demyelinisierung erforderlichen erhöhten Energiebedarf decken 
zu können. Dieser relative Energiemangelzustand wird auch als „virtual hypoxia“ bezeichnet 




-ATPase und einen Anstieg der intraaxona-
len Na
+
-Konzentration zu einer Umkehr der Transportrichtung des NCX, sodass Ca
2+
 nicht 
mehr nach extrazellulär, sondern im Austausch gegen Na
+
 nach intrazellulär transportiert wird 
(Stys et al., 2012). Durch die Depolarisation können auch Glutamatrezeptoren und span-
nungsabhängige Ca
2+
-Kanäle aktiviert werden, die die Erhöhung der intraaxonalen Ca
2+
-
Konzentration weiter verstärken. Diese wiederum induziert die Aktivierung von Ca
2+
-
abhängigen Proteasen, verstärkt die mitochondriale Dysfunktion zusätzlich, behindert axonale 
Transportprozesse und bewirkt einem weiteren Anstieg der intraaxonalen Ca
2+
-Konzentration, 
der im Verlauf zur Degeneration des Axons führt (Trapp und Stys, 2009; Witte et al., 2014).  
Ein therapeutischer Ansatz zur Reduktion des Anstiegs der intraaxonalen Ca
2+
-Konzentration 
ist die Blockade des NCX mit Bepridil, einem selektiven Inhibitor des Ca
2+
-Imports über den 
NCX, der bereits in einigen Publikationen einen protektiven Effekt auf Axone im Rahmen der 
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EAE zeigte (Rossi et al., 2010; Brand-Schieber und Werner, 2004). In unserem Labor konnten 
wir zwar zeigen, dass Bepridil einen NO-induzierten Anstieg der axonalen Ca
2+
-
Konzentration und die Degeneration von Axonen fast vollständig verhindern kann. Jedoch 
konnten wir durch die Behandlung mit Bepridil im Rahmen der akuten EAE in unseren Expe-
rimenten weder einen Effekt auf die Ca
2+
-Dysregulation noch auf das Ausmaß der axonalen 
Schädigung beobachten (Experimente durchgeführt von Christoph Mahler).  
Im Rahmen der EAE kommt es auch zu einem verstärkten anaeroben Energiemetabolismus, 
was zu einer lokalen Azidose führt. Neurone exprimieren auf ihrer Zellmembran den pH-Wert 
gesteuerten Ionenkanal ASIC-1 (acid sensing ion channel-1), der bei einem azidotischen pH-




 aufweist. Es konnte gezeigt werden, dass es im Ge-
webe von an akuter EAE erkrankten Mäusen zu einer Azidose kommt, die ausreichend für 
eine Aktivierung dieses Kanals ist und dass entsprechend ASIC-1-defiziente Mäuse einen 
milderen EAE-Verlauf aufweisen. Auch die pharmakologische Blockade von ASIC-1 mit 
Amilorid führte zu einem protektiven Effekt (Friese et al., 2007). Ebenso ist bekannt, dass in 
akuten MS-Läsionen Axone vermehrt ASIC-1-Kanäle exprimieren und dass dies mit dem 
Ausmaß der axonalen Schädigung und der Demyelinisierung zusammenhängt (Vergo et al., 
2011). Allerdings konnten wir in unseren Versuchen mit kommerziell erhältlichen ASIC-1-
defizienten-Mäusen keinen Effekt auf die intraaxonale Ca
2+
-Konzentration und die Degenera-
tion von Axonen beobachten (Experimente durchgeführt von Christoph Mahler). Da auch 
andere der in Abbildung 22 dargestellten Mechanismen wie z.B. Glutamat-Exzitotoxizität 
(Pitt et al., 2000) in unseren Versuchen keinen Effekt auf den Anstieg der intraaxonalen Ca
2+
-
Konzentration und die Degeneration von Axonen hatten (Experimente durchgeführt von 
Christoph Mahler), erscheint eine direkte oxidative Schädigung von Axonen durch ROS/RNS 
als die wahrscheinlichste Ursache der axonalen Degeneration im Rahmen der MS bzw. EAE. 
 
6.3.4) Folgen der axonalen Ca
2+
-Überladung 
Bereits in den meiner Arbeit vorangehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass die 
Erhöhung der intraaxonalen Ca
2+
-Konzentration ein wichtiger Indikator dafür ist, ob sich ein 
im Rahmen der akuten EAE geschädigtes Axon im weiteren zeitlichen Verlauf erholt oder 
degeneriert. Aus therapeutischer Sicht wäre es erstrebenswert, diesen Ca
2+
-vermittelten Schä-
digungsmechanismus bereits auf der Ebene des kausalen Anstiegs der intrazellulären Ca
2+
-
Konzentration zu unterbinden. Da sich dies in unseren bisherigen Experimenten aber als 
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schwierig erwiesen hat bzw. eine zu unspezifische Blockade von z.B. spannungsgesteuerten 
Na
+
-Kanälen oder Glutamatrezeptoren mit erheblichen Nebenwirkungen einherginge, kann es 
durchaus sinnvoll sein, auch erst auf Ebene, der durch die Ca
2+
-Dysregulation bedingten Pro-
zesse, therapeutisch einzugreifen. Hierfür ist allerdings ein detailliertes Verständnis der durch 
die Erhöhung der intraaxonalen Ca
2+
-Konzentration ausgelösten Veränderungen erforderlich. 
Ein wesentlicher Mechanismus der Ca
2+
-vermittelten Schädigung von Axonen ist die Aktivie-
rung von Ca
2+
-abhängigen Proteasen wie z.B. Calpain, die u.a. immunmodulatorische Funkti-
onen haben, aber auch zur Schädigung des Zytoskeletts und zur Apoptose bzw. Nekrose von 
Zellen führen können (Trager et al., 2014; Williams et al., 2014). Es konnte gezeigt werden, 
dass sowohl im peripheren Blut als auch in der grauen und weißen Substanz von Autopsien 
von MS-Patienten eine erhöhte Aktivität bzw. Expression von Calpainen nachweisbar ist 
(Shields et al., 1999; Imam et al., 2007). Auch durch die Behandlung von Mäusen mit 
Calpaininhibitoren konnten sowohl die klinisch-neurologischen Folgen als auch 
histopathologische Zeichen axonaler Degeneration im Rahmen der akuten EAE reduziert 
werden (Trager et al., 2014; Hassen et al., 2008). Aufgrund der immunmodulatorischen Ein-
flüsse von Calpain z.B. auf die Zytokinproduktion durch T-Lymphozyten ist es aber unklar, 
ob diese therapeutischen Effekte auf einen Schutz von Axonen vor der proteolytischen Aktivi-
tät von Calpain zurückzuführen sind oder ob die Beeinflussung des Immunsystems im Vor-
dergrund steht (Hendry und John, 2004). So konnte in der akuten EAE gezeigt werden, dass 
eine Behandlung mit Calpaininhibitoren die Immunzellinfiltration und Mikrogliaaktivierung 
reduziert, was ein eindeutiges Indiz für immunmodulatorische Effekte einer solchen Therapie 
ist und weniger Rückschlüsse auf die Bedeutung von Calpain für die Degeneration von Axo-
nen zulässt (Trager et al., 2014). Allerdings wurde in Modellen einer traumatischen Schädi-
gung von Axonen im Rückenmark Calpain als ein wesentlicher Mediator der axonalen Dege-
neration identifiziert und die Behandlung mit Calpaininhibitoren zeigte deutliche protektive 
Effekte (Williams et al., 2014; Kerschensteiner et al., 2005). Da in diesem Kontext die 
proteolytische Aktivität von Calpain sicherlich im Vordergrund steht, erscheint die Wirkung 
von Calpain im Rahmen der akuten EAE auf verschiedenen Ebenen vermittelt zu sein.       
Einen wichtigen intrazellulären Ca
2+
-Speicher stellen Mitochondrien dar. Im Rahmen der aku-
ten EAE ist publiziert worden, dass es in Folge der Erhöhung der intraaxonalen Ca
2+
-
Konzentration zu einer Überladung von Mitochondrien mit Ca
2+
 kommt und dass dies sekun-
där eine Freisetzung von Ca
2+
 ins Zytosol über die sogenannte „permeability transition pore“ 





ausgelösten Signalkaskade ist aber nicht eindeutig definiert (Forte et al., 2007). Der wichtigste 
Regulator der Funktion der PTP ist Cyclophilin D und es konnte gezeigt werden, dass 
Cyclophilin D-defiziente Mäuse deutlich widerstandsfähiger gegenüber einer oxidativen 
Schädigung und erhöhten intrazellulären Ca
2+
-Konzentrationen sind als Wildtypmäuse, indem 
sie vermehrt Ca
2+
 in ihre Mitochondrien sequestrierten. Entsprechend zeigten Cyclophilin D-
defiziente Mäuse auch einen milderen EAE-Verlauf und ein geringeres Ausmaß axonaler 
Schädigung als Wildtypmäuse. Da das Ausmaß der Immunzellinfiltration zwischen beiden 
Gruppen vergleichbar war, kann man davon ausgehen, dass die Ausschaltung von Cyclophilin 
D primär einen neuroprotektiven Effekt hat und dieser nicht durch immunmodulatorische 
Wirkungen bedingt ist (Forte et al., 2007). Ein theoretisch denkbarer therapeutischer Ansatz 
zur Blockade der Cyclophilin D-vermittelten Ca
2+
-Dysregulation stellt eine Behandlung mit 
dem schon lange in klinischer Anwendung befindlichen Immunsuppressivum Cyclosporin A 
dar (Malouitre et al., 2010). Eine erste große Therapiestudie mit Cyclosporin A zur Behand-
lung der MS fand bereits im Jahr 1990 statt, zeigte allerdings nur einen mäßiggradigen thera-
peutischen Effekt gegenüber Placebo bei erheblichen Nebenwirkungen, die eine Langzeitan-
wendung einschränken (Multiple-Sclerosis-Study-Group, 1990). Vielleicht ist in Zukunft 
durch die Entwicklung von weniger toxischen Derivaten von Cyclosporin A eine Langzeitbe-
handlung von MS-Patienten mit einem derartigen Ansatz möglich. Allerdings könnte der beo-
bachtete therapeutische Effekt von Cyclosporin A auch immunmodulatorisch begründet und 
nicht durch den Schutz von Axonen vor einer Ca
2+
-vermittelten Degeneration bedingt sein.  
Darüber hinaus ist bekannt, dass Neurone auch Ca
2+
-aktivierte Ionenkanäle auf ihrer Zell-
membran exprimieren, wozu auch der „transient receptor potential melastatin 4“ (TRPM4)-




, aber nicht für Ca
2+
, leitfähig ist (Launay et al., 
2002). Dieser Ionenkanal ist insofern interessant, da er durch den initialen Anstieg der intraa-
xonalen Ca
2+
-Konzentration bzw. einen intrazellulären ATP-Mangel aktiviert wird und so die 
Depolarisation des Axons weiter verstärkt, was u.a. zur Aktivierung von spannungsgesteuer-
ten Ca
2+
-Kanälen führt, die ebenfalls an der Degeneration von Axonen im Rahmen der EAE 
beteiligt sein sollen (Kornek et al., 2001). TRPM4-Kanäle sind also zwar nicht ursächlich für 
die initiale Störung der axonalen Ca
2+
-Homöostase, könnten aber eine wichtige Verstärker-
funktion haben. Es konnte nachgewiesen werden, dass in akuten entzündlichen Läsionen so-
wohl in der EAE als auch bei MS-Patienten eine vermehrte Expression von TRPM4-Kanälen 
in Axonen besteht (Schattling et al., 2012). Sowohl durch die pharmakologische Blockade 
von TRPM4-Kanälen mit dem oralen Antidiabetikum Glibenclamid als auch in Experimenten 
mit TRPM4-defizienten Mäusen konnte ein milderer klinischer Verlauf der EAE und eine 
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Reduktion neurodegenerativer Veränderungen erzielt werden (Schattling et al., 2012). In die-
ser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die durch die Aktivierung von ionotropen 




 nach intrazellulär ebenfalls von 
TRPM4-Kanälen abhängig sind. Da auch im Rahmen der EAE eine Beteiligung von 
Glutamatexzitotoxizität diskutiert wird, könnte dies einen möglichen Erklärungsansatz dar-
stellen (Schattling et al., 2012; Pitt et al., 2000). Obwohl auch bekannt ist, dass TRPM4-
Kanäle bei der Aktivierung von T-Zellen ebenfalls eine wichtige Rolle spielen (Launay et al., 
2004), zeigen TRPM4-defiziente Mäuse eine Immunreaktion und Immunzellinfiltration im 
Rahmen der akuten EAE, die mit Wildtypmäusen vergleichbar ist (Schattling et al., 2012). Es 
scheint sich daher also wirklich um einen neuroprotektiven und nicht um einen 
immunmodulatorischen Effekt zu handeln, der durch die weite Verbreitung und gute Verträg-
lichkeit von Glibenclamid auch das Potenzial für eine klinische Anwendung bietet.      
 
6.4) Mögliche neue Therapieansätze 
In den vergangenen Jahren ist eine Vielzahl an neuen immunmodulatorischen Medikamenten 
zur Behandlung der RRMS zugelassen worden, die beachtliche Erfolge bei der Reduktion der 
Schubfrequenz und des Ausmaßes der ZNS-Läsionen in der MRT zeigten (Comi et al., 2017). 
So reduzierte z.B. der anti-CD52 Antikörper Alemtuzumab die Schubfrequenz innerhalb eines 
zweijährigen Beobachtungszeitraums um ca. 50% gegenüber IFN-ß, dem über viele Jahre am 
häufigsten eingesetzten Medikament bei der RRMS (Cohen et al., 2012). Aber auch andere 
Wirkstoffe wie z.B. Natalizumab, Fingolimod, Dimethylfumarat oder Rituximab zeigen ähn-
lich gute therapeutische Ergebnisse (Miller et al., 2003; Hauser et al., 2008; Fox et al., 2012; 
Cohen et al., 2010; Kalincik et al., 2017). Allerdings sind neben den hohen Therapiekosten 
auch zwar seltene, jedoch schwerwiegende Nebenwirkungen wie z.B. die progressive multi-
fokale Leukenzephalopathie unter Behandlung mit Natalizumab zu berücksichtigen 
(Bloomgren et al., 2012; Havla et al., 2016). Die genannten Medikamente wirken primär 
immunmodulatorisch und zeigen leider kaum Wirksamkeit während der progredienten Phase 
der MS, bei der neurodegenerative Schäden und die daraus resultierenden neurologischen 
Defizite im Vordergrund stehen (Ontaneda et al., 2017). Da es bislang kein zugelassenes 
neuroprotektives Medikament für die progrediente MS gibt, ist in diesem Stadium die Thera-
pie oft nur symptomatisch (Feinstein et al., 2015). So zeigte erst kürzlich eine Studie zu 
Fingolimod keine Verlangsamung der Krankheitsprogression bei PPMS (Lublin et al., 2016). 
Hoffnungsvolle Ergebnisse in Phase-3-Studien sowohl bei der PPMS als auch bei der RRMS 
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liefert aber der B-Zell-depletierende anti-CD20-Antikörper Ocrelizumab, der sowohl die Pro-
gression der Behinderung bzw. die Schubfrequenz als auch in MRT-Verlaufsuntersuchungen 
die Hirnvolumenminderung und das Auftreten neuer T2-hyperintenser Läsionen im Vergleich 
zu Placebo bzw. IFN-ß reduzierte (Hauser et al., 2017; Montalban et al., 2017).  
Wesentlich für die neurologische Behinderung bei Patienten mit progredienter MS ist die De-
generation von Axonen und ein detailliertes Verständnis der ursächlichen Pathophysiologie 
könnte neue Therapieansätze auch für diese Patienten aufzeigen (Ontaneda et al., 2017). Eine 
der Herausforderungen bei der Entwicklung neuroprotektiver Therapieansätze, für die progre-
diente Phase der MS ist das Fehlen valider Biomarker für die Schwere der Erkrankung, sodass 
meist der „expanded disability status scale“ (EDSS) als klinischer Indikator für das Therapie-
ansprechen verwendet wird, der aber durch weitere Kriterien wie z.B. MRT-und Liquor-
Untersuchungen ergänzt werden sollte (Ontaneda et al., 2015). So wird in Studien oft die glo-
bale und kortikale Hirnatrophie in der MRT als Surrogatparameter für das Ausmaß neurode-
generativer Veränderungen im Rahmen der MS bestimmt (Ontaneda et al., 2017). Es wird 
aber kritisiert, dass das Ausmaß struktureller Veränderungen in der MRT nicht immer mit 
dem klinischen Befund korreliert (Filippi et al., 2012). Außerdem muss man sich angesichts 
der zahlreichen ernüchternden Ergebnisse von in EAE-Modellen als neuroprotektiv beschrie-
benen Wirkstoffen in der klinischen Anwendung fragen, inwieweit sich die Erkenntnisse aus 
Tiermodellen wie z.B. der EAE auf den Menschen übertragen lassen (Baker et al., 2011). 
Ein neuroprotektiver Therapieansatz, der sich aus EAE-Modellen ergab und sich mittlerweile 
in einer klinischen Phase 2-Studie befindet, ist die Blockade von ASIC-1-Kanälen durch das 
K
+
-sparende Diuretikum Amilorid. Nachdem in Autopsien von chronischen ZNS-Läsionen 
von MS-Patienten eine vermehrte Expression des ASIC-1-Kanals nachgewiesen werden 
konnte und die Blockade dieses Kanals in der EAE einen protektiven Effekt zeigt, wurde die-
ser Ansatz in einer kleinen Kohorte von 14 Patienten mit PPMS getestet (Friese et al., 2007; 
Arun et al., 2013). Dabei konnte gezeigt werden, dass während einer dreijährigen Behandlung 
mit Amilorid die in der MRT bestimmte jährliche Atrophierate des Gehirnvolumens im Ver-
gleich zur Rate vor Amiloridtherapie signifikant reduziert werden konnte. Auch in diffusions-
gewichteten MRT-Bildern zeigten sich unter Amiloridtherapie sowohl in der grauen als auch 
in der weißen Substanz weniger Anzeichen für neurodegenerative Veränderungen (Arun et 
al., 2013), wobei eine Bestätigung der Ergebnisse durch weitere Studien noch aussteht. 
Im Rahmen des „virtual hypoxia pathways“ wurde bereits die mögliche Relevanz von Na+-
Kanälen für die Degeneration von Axonen beschrieben. So gibt es diverse Studien, die einen 
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neuroprotektiven Effekt durch die Blockade von Na
+
-Kanälen z.B. mit Lamotrigin, Phenytoin 
oder Flecainid in EAE-Modellen beschreiben (Black et al., 2006; Morsali et al., 2013; 
Bechtold et al., 2006). Allerdings liegt bislang nur eine Phase 2-Studie zu Lamotrigin vor, die 
aber keinen neuroprotektiven Effekt bei der Behandlung der SPMS im Vergleich zu Placebo 
nachweisen konnte (Kapoor et al., 2010). Zu Phenytoin existiert lediglich eine Phase 2-Studie 
zur Behandlung der Neuritis nervi optici, einer pathogenetisch eng mit der MS verwandten 
Erkrankung, die einen neuroprotektiven Effekt gegenüber Placebo zeigte. Als primäre Mess-
größe wurde in dieser Studie die Dicke der Nervenfaserschicht der Retina untersucht, die als 
Teil des ZNS sowohl bei der Neuritis nervi optici als auch bei der MS neurodegenerative Ver-
änderungen aufweist. Durch Phenytoin konnte das Ausmaß der Abnahme der Dicke der 
retinalen Nervenfaserschicht um 30% gegenüber Placebo reduziert werden (Raftopoulos et 
al., 2016). Ob sich diese Ergebnisse aber auch auf die MS und insbesondere auch auf die kli-
nisch-neurologische Funktion von Patienten übertragen lassen, muss abgewartet werden. 
Ein weiterer interessanter Kandidat mit neuroprotektiven Eigenschaften ist Simvastatin, das 
als Inhibitor der 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)-Reduktase, dem 
Schlüsselenzym der Cholesterinsynthese, zur Behandlung der primären Hypercholesterinämie 
und zur Sekundärprophylaxe von kardiovaskulären Erkrankungen eingesetzt wird (Chataway 
et al., 2014). Außerdem konnten für Statine immunmodulatorische und neuroprotektive Effek-
te u.a. durch die Verbesserung der zentralnervösen Hämodynamik und die Reduktion 
oxidativer Schädigung nachgewiesen werden (van der Most et al., 2009; Greenwood et al., 
2006). In der Behandlung der RRMS zeigten Statine aber in der Kombination mit IFN-ß in 
mehreren Studien keinen zusätzlichen Nutzen (Wang et al., 2011). In einer Phase 2-Studie 
konnte jedoch gezeigt werden, dass durch die tägliche Gabe von 80 mg Simvastatin eine Ver-
besserung klinisch-neurologischer Befunde gemessen am EDSS und eine Reduktion der jähr-
lichen Atrophierate des Gehirns um über 40% gegenüber Placebo bei Patienten mit SPMS 
erreicht werden kann (Chataway et al., 2014). Auch neurokognitive Funktionen und die Le-
bensqualität von Patienten mit SPMS verbesserten sich unter Simvastatin im Vergleich zu 
Placebo (Chan et al., 2017). Da Marker für die Aktivierung von T-Zellen wie z.B. IFN-y, IL-
4, IL-10 und IL-17 durch die Gabe von Simvastatin nicht beeinflusst wurden und auch die 
Schubfrequenz und die Entstehung neuer ZNS-Läsionen in der MRT sich gegenüber Placebo 
nicht unterschied, kann man von einem primär neuroprotektiven und weniger von einem 
immunmodulatorischen Effekt durch Simvastatin ausgehen (Chataway et al., 2014). Wodurch 
die therapeutische Wirkung von Simvastatin bedingt ist, ist jedoch unklar. Es konnte z.B. ge-
zeigt werden, dass Statine die Oxidation von Lipiden günstig beeinflussen, die schädigenden 
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Auswirkungen der Glutamatexzitotoxizität reduzieren und durch eine Verbesserung der zereb-
ralen Hämodynamik über die endotheliale NO-Synthase hypoxischen Schäden vorbeugen 
(Schmeer et al., 2006; Chataway et al., 2014). Diese Hypothesen fügen sich auch sehr gut in 
die in der vorliegenden Arbeit beschriebene durch ROS/RNS-vermittelte oxidative 
Membranschädigung von Axonen ein. Insbesondere aufgrund der langjährigen Erfahrung, der 
weiten Verbreitung und der niedrigen Therapiekosten, könnte Simvastatin in Zukunft eine 
effektive Therapieoption zur Behandlung der PPMS und SPMS sein.     
Weitere Evidenz für die Beteiligung von ROS/RNS an der Neurodegeneration im Rahmen der 
MS ergibt sich aus der erfolgreichen Anwendung von Dimethylfumarat bei der RRMS (Fox et 
al., 2012). Neben immunmodulatorischen Effekten von Dimethylfumarat z.B. durch die Inhi-
bition des proinflammatorischen Transkriptionsfaktor „nuclear factor kappa B“, konnten auch 
neuroprotektive Wirkungen v.a. durch eine erhöhte Resistenz gegenüber oxidativer Schädi-
gung und mitochondrialer Dysfunktion gezeigt werden (Albrecht et al., 2012). Diese werden 
u.a. durch eine vermehrte Synthese des antioxidativwirksamen Glutathions vermittelt. Es ist 
auch bekannt, dass ein Glutathionmangel zu Störungen der Funktion der Mitochondrien, zur 
vermehrten Oxidation von Membranlipiden und schließlich zur Degeneration von Neuronen 
führen kann (Hajieva et al., 2015; Seiler et al., 2008). Entsprechend könnte die Erhöhung der 
antioxidativen Kapazitäten der Neurone z.B. durch eine vermehrte Bildung oder die verstärkte 
Regeneration von oxidiertem Glutathion zu einem protektiven Effekt gegenüber schädigenden 
Einflüssen, der im Rahmen der akuten Entzündungsreaktion produzierten ROS/RNS führen. 
Für Neurone ist v.a. die Glutathionperxoidase 4 als Schutz vor oxidativer Schädigung überle-
benswichtig (Seiler et al., 2008). Ein möglicher zukünftiger Therapieansatz zumindest auf 
Ebene der EAE könnte daher die Überexpression von Glutathionperxoidase 4 in Neuronen 
sein, was diese widerstandsfähiger gegenüber einer oxidativen Schädigung v.a. der Zell-
membran machen könnte.  
 
6.5) Zusammenfassende Schlussbemerkungen 
Die Multiple Sklerose ist in Teilen ihrer Pathogenese nach wie vor nicht ausreichend verstan-
den, obwohl in den letzten Jahren und Jahrzehnten enorme Fortschritte in der Aufklärung der 
ursächlichen Pathophysiologie gemacht werden konnten, die mittlerweile auch schon teilwei-
se in den klinischen Alltag umgesetzt wurden. Allerdings ist die MS immer noch nicht heilbar 
und die klinischen Verläufe bilden ein weites Spektrum, das von einigen wenigen Schüben bis 
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zu schwersten neurologischen Defiziten reicht, die binnen weniger Monate zum Tod führen 
können (Disanto et al., 2010). Während bei dieser Erkrankung in der Vergangenheit oft die 
Demyelinisierung im Fokus der Forschung stand, rückt nun die Bedeutung der Neurodegene-
ration ins Zentrum der Aufmerksamkeit. Während sich durch immunmodulatorische Thera-
pien die Behandlung der RRMS sehr positiv weiterentwickelt hat, ist die Behandlung der pro-
gredienten MS trotz intensiver Forschungsanstrengungen oft stark limitiert. In diesen Stadien 
wird das klinisch-neurologische Bild v.a. durch die irreversible Schädigung von Axonen und 
Neuronen bedingt, zu deren Pathophysiologie diverse Hypothesen formuliert wurden. Jedoch 
ist bei all diesen vorgeschlagenen Mechanismen die zentrale Bedeutung einer intrazellulären 
Ca
2+
-Regulationsstörung akzeptiert. Zur Entwicklung wirksamer neuroprotektiver Therapie-
optionen v.a. für die progrediente MS ist ein besseres Verständnis der intraaxonalen Ca
2+
-
Homöostase daher erforderlich. 
Bereits in Vorarbeiten zu der hier vorgestellten Arbeit konnte in unserem Labor gezeigt wer-
den, dass es bei der akuten entzündlichen Schädigung von Axonen im Rahmen der EAE, dem 
am weitesten verbreiteten Tiermodell der MS, zu einer deutlichen Erhöhung der intraaxonalen 
Ca
2+
-Konzentration kommt und dass diese ein Indikator dafür ist, ob sich ein Axon im weite-
ren zeitlichen Verlauf von der initialen Schädigung erholen kann oder einen irreversiblen De-
generationsprozess durchläuft. Nachdem auch in unseren Experimenten die zentrale Bedeu-
tung der intraaxonalen Ca
2+
-Regulationsstörung bestätigt werden konnte, stellte sich die Frage 
nach der Ursache für die beobachtete Erhöhung der intraaxonalen Ca
2+
-Konzentration. Wäh-
rend sich mehrere der am häufigsten postulierten Mechanismen in unseren Versuchen nicht 
bestätigen ließen, vermuteten wir aufgrund der Erfahrung aus Modellen traumatischer ZNS-
Schädigung (Williams et al., 2014), dass es durch die im Rahmen der akuten Entzündungsre-
aktion produzierten reaktiven Verbindungen zu einer oxidativen Schädigung der Zellmembran 
kommen könnte, die auch bereits in der MS nachgewiesen werden konnte (Haider et al., 
2011). Mit der Hypothese, dass diese Schädigung die Integrität der Axonmembran beeinträch-
tigen könnte, injizierte ich Fluoreszenzfarbstoffe, die an kleine, nicht-zellmembranpermeable 
Moleküle konjugiert waren, in den lumbalen Subarachnoidalraum von Mäusen. Während die-
se Farbstoffe in gesunden Kontrolltieren nicht in Axone aufgenommen wurden, ergab sich in 
akuten EAE-Läsionen eine deutliche Farbstoffaufnahme bereits in morphologisch (noch) un-
auffällig erscheinende Axone sowie in Axone, die bereits Zeichen der Degeneration aufwie-
sen. Durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen unterschiedlicher molekularer Größe 
konnte ich zeigen, dass wahrscheinlich kein Prozess mit der Bildung von Poren einer definier-
ten Größe in der Zellmembran wie z.B. Perforin oder der MAC des Komplementsystems ur-
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sächlich ist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ich aber noch nicht abschließend 
beantworten, welcher Mechanismus der Entstehung dieser Membranläsionen zugrunde liegt. 
Anhand der durch den Superoxidanionendonor Pyrogallol induzierbaren axonalen Farbstoff-
aufnahme, die sich auch durch die Behandlung mit Superoxiddismutase verhindern lässt, kann 
man aber vermuteten, dass diese durch eine oxidative Schädigung bedingt sein könnte. 
Bei der beschriebenen axonalen Farbstoffaufnahme handelt es sich primär nur um ein Werk-
zeug zur Detektion von Störungen der Integrität der axonalen Zellmembran, ohne dass dieser 
a priori eine pathophysiologische Relevanz zugeschrieben werden kann. In einem nächsten 
Schritt untersuchte ich daher, ob die axonale Farbstoffaufnahme auch mit Dysregulationen 
des Ca
2+
-Haushalts in den betroffenen Axonen zusammenhängt. Da ich zeigen konnte, dass 
Axone mit einer erhöhten intrazellulären Ca
2+
-Konzentration auch häufiger farbstoffpositiv 
waren als Axone mit physiologisch niedriger Ca
2+
-Konzentration, könnten die durch die Farb-
stoffaufnahme nachgewiesenen Schäden der Axonmembran eine mögliche Erklärung für die 
Überladung von Axonen mit Ca
2+
 im Rahmen der akuten EAE darstellen. Aus diesem Zu-
sammenhang ergeben sich möglicherweise auch neue Therapieansätze, die entweder bereits 
die Entstehung der Membranläsionen verhindern oder deren Reparatur beschleunigen und 
dadurch den Einstrom von Ca
2+
 vom Extra- in den Intrazellularraum reduzieren könnten. 
Auf der Suche nach neuen neuroprotektiven Wirkstoffen für die Behandlung der MS könnte 
die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen in Zellkultur einen ersten Screeningtest darstel-
len und möglicherweise sogar einige teure und frustrane Tierexperimente überflüssig machen. 
So wäre es denkbar in Zellkultur von Neuronen z.B. durch oxidative Schädigung eine Farb-
stoffaufnahme in Zellen zu induzieren und dann mögliche Wirkstoffkandidaten auf ihre Fä-
higkeit hin zu untersuchen, eine solche Farbstoffaufnahme und die aufgrund dieser vermutete 
Entstehung von Membranläsionen zu verhindern. In einem solchen Modell wäre es möglich, 
bereits frühzeitig und kostengünstig die Wirksamkeit von Substanzen zu untersuchen.    
Trotz der zahlreichen Rückschläge in der MS-Forschung in den vergangenen Jahren bei der 
Entwicklung von neuroprotektiven Therapieansätzen gibt es immer wieder kleine Hoffnungs-
schimmer wie sich z.B. an der erheblichen Verbesserung der Therapieoptionen der RRMS 
zeigt. Allein schon mit Blick auf die knapp 200.000 an MS erkrankten Menschen in Deutsch-
land, die sich mit einer unheilbaren, oft über mehrere Jahre dauernden, die Lebensqualität 
erheblich einschränkenden und in ihrem Verlauf nicht vorhersagbaren Krankheit konfrontiert 
sehen, ist weitere Forschung dringend geboten, um diesen Menschen vielleicht in der Zukunft 
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